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1 Einleitung und Zielstellung
In der Lebensmittelindustrie steht vor allem die Entwicklung neuer innovativer Produkte
im Vordergrund. Insbesondere die Modifizierung der Lebensmittelproteine durch den Ein-
satz des Enzyms mikrobielle Transglutaminase (mTG) bietet hier neue Ansatzpunkte. mTG
verknüpft die γ-Carboxamidgruppe proteingebundenen Glutamins mit der -Aminogruppe
von Lysin unter Bildung sogenannter Isopeptidbindungen. Durch diese Reaktion erreicht
man eine gezielte Veränderung funktioneller Eigenschaften der Proteine, wie z.B. Gelbil-
dung, Löslichkeit, Wasserbindevermögen sowie Emulgier- und Schäumungsverhalten (Faer-
gemand und Qvist, 1997; Faergemand et al., 1998; Motoki et al., 1984; Nio et al., 1986;
Nonaka et al., 1997b).
Bei der mTG-katalysierten Proteinquervernetzungsreaktion können zahlreiche Proteine wie
Caseine, 7S- und 11S-Sojaglobuline, Fibrin und Myosin als Substrat für das Enzym dienen.
Die Zugänglichkeit von globulären Proteinen wie β-Lactoglobulin, dem Hauptprotein der
Molke, wird dahingegen erst durch eine Veränderung der Konformation (Denaturierung) er-
möglicht. Neben konventionellen Methoden wie einer Hitze- oder Kältebehandlung, kann
eine Denaturierung auch durch Anwendung hoher hydrostatischer Drücke erreicht werden.
Der Vorteil der Hochdruckbehandlung liegt hierbei in einer Reduzierung der thermischen
Belastung des Produktes und dem damit verbundenen Erhalt von Farbe, Aroma und wärme-
empfindlichen Inhaltsstoffen wie Vitaminen.
Anwendung findet die mikrobielle Transglutaminase z.B. im Bereich der Milchverarbeitung.
Verschiedene Untersuchungen zeigen, dass es durch eine vorherige mTG-Behandlung der
Milch möglich ist, einen fettarmen Joghurt herzustellen, welcher sich sensorisch nicht von
Vollfettjoghurts unterscheidet (Faergemand et al., 1999). Weitere Vorteile sind eine Erhö-
hung der Festigkeit des Joghurtgeles und eine verminderte Synärese (Lauber et al., 2000;
Lorenzen et al., 2002).
Um die mit einer Transglutaminasebehandlung erzielten technologischen Veränderungen zu
erklären und das Enzym gezielt einzusetzen, ist es nötig, den ablaufenden Reaktionsmecha-
nismus der mTG-katalysierten Proteinvernetzung aufzuklären. Ziel der vorliegenden Arbeit
ist es in diesem Sinne, die Auswirkung der Quervernetzung auf die Struktur von Casein-
micellen zu analysieren. Hierzu wurden Untersuchungen zur Stabilität der Micellstruktur
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von originären und mTG-vernetzten Caseinmicellen durchgeführt. Als micelldestabilisie-
rende Einflussgrößen dienten ein Zusatz von Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), Etha-
nol oder Glucono-δ-lacton (GDL), eine Hochdruckbehandlung und eine enzymatische Pro-
teolyse. Zur weiteren Charakterisierung bzw. Beschreibung der intramicellar ablaufenden
mTG-Reaktion wurde UHT-Milch mit unterschiedlichen mTG-Aktivitäten inkubiert und die
erfolgte Caseinquervernetzung mittels verschiedener analytischer Methoden untersucht. Die
Bestimmung des Vernetzungsgrades sowie des Oligomerisierungsmusters erfolgte hierbei
mittels Gelpermeationschromatographie. Über eine Analyse der vernetzten UHT-Milchen
mittels Polyacrylamidgelelektrophorese gelang es, Aussagen über die an der Vernetzung be-
teiligten Caseine zu erhalten. Ebenso wurde der Effekt einer enzymatischen Quervernetzung
auf das Verhältnis von micellarem zu nicht micellarem Casein über eine Hochdruckflüssig-
keitschromatographie und Gelpermeationschromatographie (unter Verwendung eines hoch-
porösen Füllmaterials) analysiert. Neben dem besseren Verständnis der enzymatischen Ver-
netzungsreaktion in Milch, können die erzielten Ergebnisse auch zur Aufklärung des Micel-
laufbaus dienen. Ziel war es daher, ein Modell der Micellstruktur darzustellen. Ein weiterer
Schwerpunkt der Arbeit lag in der Erlangung von Informationen über die Substratspezifität
des Enzyms. Hierzu wurde eine Methode zur Bestimmung mTG-reaktiver Glutamin- und
Lysinreste im β-Casein und β-Lactoglobulin etabliert. Die Untersuchungen erfolgten unter
Normaldruck und Hochdruck, um zusätzlich Aussagen über den Effekt einer druckinduzier-
ten Denaturierung auf die Reaktivität der Aminosäurereste zu erhalten. Da die Caseine im
Lebensmittel Milch assoziiert in Form von Caseinmicellen vorliegen, erfolgte ebenfalls ei-
ne Untersuchung der mTG-zugänglichen Lysin- und Glutaminreste von β-Casein innerhalb
der Caseinmicelle. Ziel war es hierbei, den Einfluss der micellaren Struktur auf die in der
Micelle ablaufende Quervernetzungsreaktion aufzuzeigen.
2
2 Theoretischer Teil
2.1 Das Enzym mikrobielle Transglutaminase
Das Enzym Transglutaminase (Protein-Glutamin:Aminγ-glutamyltransferase, EC 2.3.2.13)
ist eine Transferase, d.h. ein gruppenübertragendes Enzym und gehört zu der Subunterklas-
se der Amino-Acyl-Transferasen. Transglutaminasen sind in der Natur weit verbreitet. Sie
kommen in vielen tierischen Geweben und Körperflüssigkeiten (Folk, 1980), in Fischen (No-
guchi et al., 2001; Yasueda et al., 1995), in Pflanzen (Falcone et al., 1993; Lilley et al., 1998;
Siepaio und Meunier, 1995) sowie in Mikroorganismen (Ando et al., 1989) vor und sind an
verschiedenen biologischen Reaktionen beteiligt. Beispielsweise ist Faktor XIII für die Ver-
netzung von Fibrinmolekülen verantwortlich, was bei der Blutgerinnung eine wichtige Rolle
spielt (Muszbek et al., 1999). In Pflanzen sind Transglutaminasen unter anderem an der Bil-
dung von Cytoskeletal- und Zellwandstrukturen (Serafini-Fracassini et al., 1995) sowie an
Prozessen des Zellwachstums, der Zelldifferenzierung und des programmierten Zelltodes
(Della Mea et al., 2004) beteiligt.
Für die industrielle Anwendung hat sich die Transglutaminase mikrobieller Herkunft durch-
gesetzt. Im Gegensatz zu den Säugetiertransglutaminasen ist die mikrobielle Transglutami-
nase (mTG) Ca2+-unabhängig (Ando et al., 1989). Diese Eigenschaft ist für den Einsatz im
Lebensmittelsektor vorteilhaft, da viele Nahrungsmittelproteine wie Caseine, Sojaglobuline
und Myosin durch Ca2+-Ionen leicht ausgefällt werden (Kanaji et al., 1993). Weiterhin be-
sitzt mTG eine höhere Aktivität (Kanaji et al., 1993) und eine geringere Substratspezifität als
die Transglutaminase aus der Meerschweinchenleber (GTG), der Faktor XIII und die Ery-
throzyten - Transglutaminase (de Jong et al., 2001; de Jong und Koppelman, 2002; Shimba
et al., 2002). Aufgrund dieser Vorteile und der Möglichkeit der preiswerten und großtech-
nischen Gewinnung des Enzyms aus dem Mirkoorganismus Streptoverticillium sp. S-8112
(Streptoverticillium mobaraense) durch Fermentation wird mTG in vielen Bereichen der Le-
bensmittelherstellung zur funktionellen Modifizierung von Proteinen eingesetzt. mTG kann
auch aus anderen Streptoverticillium-Arten, wie z.B. S. cinnamoneum (Duran et al., 1998),
S. ladakanum (Ho et al., 2000) und S. hygroscopicus (Cui et al., 2007) gewonnen werden.
3
2 Theoretischer Teil
2.1.1 Transglutaminase katalysierte Reaktionen
Die von Transglutaminase katalysierten Reaktionen sind im Allgemeinen Acyl-Transfer-
Reaktionen zwischen der γ-Carboxamidgruppe eines peptidgebundenen Gln-Restes, welcher
als Acyldonor fungiert, und verschiedenen Acylakzeptoren (Abb. 2.1). Je nach Substrat kön-
nen drei verschiedene Reaktionen katalysiert werden. Die Acyl-Transfer-Reaktion führt zur
Anlagerung von primären Aminen in das Substratprotein (Abb. 2.1, Reaktion (a)). Dient die
-Aminogruppe eines proteingebundenen Lys-Restes als Acylakzeptor, so kommt es unter
Ausbildung des Isopeptides N-(γ-L-Glutamyl)-L-Lysin zur Quervernetzung von Proteinen
(Abb. 2.1, Reaktion (b)). Diese Vernetzung kann sowohl inter- als auch intramolekular erfol-
gen. In Abwesenheit von Aminen im Reaktionssystem kann auch Wasser als Acylakzeptor
für Transglutaminase fungieren. Hierbei erfolgt eine Desaminierung von Gln unter Bildung
von Glu (Abb. 2.1, Reaktion (c)).
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||
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−NHR + NH3 (a)
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||
O
−OH + NH3 (c)
Abb. 2.1: Transglutaminase katalysierte Reaktionen
(a) Acyl-Transfer-Reaktion; (b) Proteinquervernetzung; (c) Desaminierung
Die mTG katalysierte Acyl-Transfer-Reaktion ist ein geeignetes Werkzeug, um Aminosäu-
ren sowie Peptide in ein Protein einzubauen (Ikura et al., 1981; Nonaka et al., 1996) und
somit dessen biologische Wertigkeit zu erhöhen. Auf diese Weise kann z.B. eine Verknüp-
fung von Lysylpeptiden und Lysylmethionin mit Casein das Defizit an diesen Aminosäuren
ausgleichen (Seguro et al., 1996b; Yokoyama et al., 2004). Die Proteinquervernetzung kann
zur gezielten Veränderung der funktionellen Eigenschaften der Proteine wie beispielweise
der Löslichkeit, der Emulgierbarkeit, der Schaumbildungseigenschaften, der Wasserbindeka-
pazität und der Gelbildungseigenschaften eingesetzt werden (Faergemand und Qvist, 1997;
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Faergemand et al., 1998; Motoki et al., 1984; Nio et al., 1986; Nonaka et al., 1997b). Die
Desaminierung führt ebenfalls zu einer Veränderung der funktionellen Eigenschaften der
Proteine (Hamada, 1994). Da aber die Proteinquervernetzung gegenüber der Desaminierung
bevorzugt durch mTG katalysiert wird, muss für diesen Reaktionsschritt das Protein einen
großen Überschuss an Gln-Resten im Vergleich zu Lys-Resten aufweisen, wie es für Gliadin
der Fall ist (Ohtsuka et al., 2001). Eine andere Möglichkeit ist die Blockierung der Lys-Reste
durch chemische Reagenzien (Motoki et al., 1986). Da aber keine ernährungsphysiologisch
sicheren Blockierungsreagenzien existieren, findet die Desaminierung keinen Einsatz in der
Lebensmittelindustrie (Kuraishi et al., 2001).
2.1.2 Struktur und Eigenschaften
Das Enzym mTG ist ein Einzelstrangpolypeptid, bestehend aus 331 Aminosäuren und einer
Molmasse von 37863 Da (Ando et al., 1989; Kanaji et al., 1993). Die Sekundärstruktur wird
aus 8 β-Faltblatt-Strängen, welche von 11 α-Helices umgeben sind, gebildet. Transglutami-
nase besitzt eine diskussähnliche Raumstruktur mit einer tiefen Einbuchtung, in welcher das
aktive Zentrum mit dem einzelnen Cys-Rest (Cys 64) lokalisiert ist (Kashiwagi et al., 2002).
Die dreidimensionale Struktur ist in Abb. 2.2 dargestellt. Die Oberfläche des Enzyms ist vor-
Abb. 2.2: Dreidimensionale Struktur der mikrobiellen Transglutaminase mit β-Faltblatt-Strukturen
(blau), α-Helix-Strukturen (orange) und Random coil-Bereichen (grau) sowie Cys 64 im
aktiven Zentrum (rot); 3D-Strukturdaten 1iu4.pdb (Kashiwagi et al., 2002) dargestellt mit
dem Programm RasWin Molecular Graphics 2.7.2.1.1
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wiegend mit positiv geladenen Aminosäuren bedeckt, während im aktiven Zentrum haupt-
sächlich Aminosäuren mit negativ geladenen Seitenketten lokalisiert sind. An der Oberfläche
rund um das aktive Zentrum sind dagegen eher aromatische Aminosäuren zu finden (Kashi-
wagi et al., 2002).
Im Vergleich zu den Säugetiertransglutaminasen zeichnet sich mTG durch eine hohe Druck-
stabilität aus (Lauber et al., 2001b; Lee und Park, 2002). Dies ermöglicht die Vernetzung
von Proteinen unter Hochdruck, welche bei Atmosphärendruck nicht durch das Enzym an-
gegriffen werden (Lauber et al., 2001a). Die Stabilität der mTG gegenüber hydrostatischen
Drücken ist strukturell bedingt und wird in Kap. 2.4.1.2 näher erläutert. Das Temperaturopti-
mum der mTG liegt bei 50 ◦C (bestimmt bei pH = 6,0, Ando et al. (1989)). Nahe dem Gefrier-
punkt weist das Enzym noch Aktivitäten auf, während bei Temperaturen von 70 ◦C innerhalb
weniger Minuten eine Inaktivierung eintritt (Seguro et al., 1996b; Yokoyama et al., 2004).
Das pH-Optimum des Enzyms befindet sich bei pH = 6 bis 7 (Ando et al., 1989). Aber auch
bei pH = 4 und pH = 9 sind noch Aktivitäten zu beobachten, welche auf eine gute Stabilität
der mTG über einen breiten pH-Bereich hinweisen (Ando et al., 1989; Motoki und Kumaza-
wa, 2000; Seguro et al., 1996b; Yokoyama et al., 2004). Der isoelektrische Punkt des Enzyms
ist 8,9 (Ando et al., 1989). Für mTG sind zahlreiche Inhibitoren, wie Cystamin, Monoiodace-
tat, N-Ethylmaleimid, Parachlormercuribenzoesäure und verschiedene Schwermetall-Ionen
(Cu2+, Zn2+ und Pb2+) bekannt, welche durch eine Reaktion mit der freien Thiolgruppe des
Cys 64 im aktiven Zentrum das Enzym hemmen können (Ando et al., 1989; Kanaji et al.,
1993). Ebenso gelang es Ikura et al. (2002) eine Inhibitorwirkung des synthetischen Tyrosin
Melanins für Tissue-Transglutaminase nachzuweisen. Über natürlich vorkommende Hemm-
stoffe für Transglutaminase ist relativ wenig bekannt. Für Plasma-Transglutaminase wurden
einige spezifische Peptide sowie Cerulin (eine antimikriobielle Substanz aus Pilzen) als In-
hibitoren identifiziert (Finney et al., 1997; Tymiak et al., 1993). Ein weiterer Inhibitor wurde
in Milch entdeckt. Es handelt sich nach Untersuchungen von de Jong et al. (2003) um eine
hitze-sensitive Substanz mit einem Molgewicht von 200 bis 250 Da, die nach Bönisch et al.
(2007) im Milchserum lokalisiert ist. Da mTG, Plasma-Transglutaminase sowie GTG durch
diese unbekannte Substanz in ihrer Aktivität gehemmt werden, wird vermutet dass Cys 64
im aktiven Zentrum am Inhibierungsmechanismus beteiligt ist (de Jong et al., 2003).
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2.1.3 Reaktionsmechanismus
Transglutaminasen unterschiedlicher Herkunft unterscheiden sich in der Aminosäurezusam-
mensetzung, dem Molekulargewicht sowie der Struktur. Jedoch weisen die Sekundärstruk-
turen im Bereich des aktiven Zentrums Ähnlichkeiten auf (Kashiwagi et al., 2002). Der Reak-
tionsmechanismus der Säugetiertransglutaminase Faktor XIII verläuft über eine katalytische
Triade ähnlich der bei Cystein-Proteasen, an welcher die Aminosäuren Cys 272, His 332
und Asp 355 beteiligt sind. Diesen Aminosäuren entsprechen im mTG-Molekül Cys 64,
Asp 255 und His 274, wobei aber die relativen Positionen von Asp und His scheinbar ver-
tauscht sind (Kashiwagi et al., 2002). Auf Basis dieser Daten postulierte Kashiwagi et al.
(2002) einen Cystein-Protease ähnlichen Reaktionsmechanismus für mTG, in welchem Asp
die Rolle von His übernimmt. Der vorgeschlagene Mechanismus der mTG-katalysierten Re-
aktion ist in Abb. 2.3 dargestellt. Zunächst greift die Thiolgruppe von Cys 64 nucleophil
die Seitenkette eines Gln-Restes (Acyldonor) an, wobei ein binärer Komplex zwischen dem
Gln-Donorprotein und mTG gebildet wird (Abb. 2.3, Schritt A). In diesem Schritt bestim-
men die Konformation und die dem Gln benachbarten Aminosäuren über die Akzeptanz als
Substrat (Armbrust et al., 2003). Anschließend wird auf den gebildeten Komplex ein Pro-
ton von Asp 255 unter Freisetzung von Ammoniak übertragen. Es entsteht ein intermediärer
Acyl-Enzym-Komplex (Abb. 2.3, Schritt B und C). Im nachfolgenden Schritt abstrahiert
Abb. 2.3: Postulierter katalytischer Mechanismus der mTG nach Kashiwagi et al. (2002)
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das negativ geladene Asp 255 ein Proton von der Seitenkette eines Lys-Restes (Acylakzep-
tor), welcher nun mit dem Acyl-Enzym-Komplex reagieren kann (Abb. 2.3, Schritt D). Im
Schritt E und F in Abb. 2.3 erfolgt eine Freisetzung des Produktes, womit die katalytische
Reaktion beendet ist (Kashiwagi et al., 2002).
2.1.4 Anwendungsmöglichkeiten der mTG und ernährungsphysiologische
Aspekte
Aus der Literatur ist bekannt, dass durch Quervernetzungsreaktionen, katalysiert durch das
Enzym Transglutaminase, die funktionellen Eigenschaften der Proteine verändert werden
(Motoki et al., 1984). Resultierend daraus lassen sich Lebensmittel herstellen, die sich in ih-
rem Erscheinungsbild von konventionell hergestellten Produkten unterscheiden. Da Casein
ein sehr gutes Substrat für mTG darstellt, ist die Verwendung des Enzyms in der Milchin-
dustrie sehr vielversprechend. In Tab. 2.1 sind einige Einsatzmöglichkeiten von mTG für
Milchprodukte aufgeführt. Anwendung findet das Enzym aber auch in anderen Industrie-
Tab. 2.1: Anwendungsmöglichkeiten von mTG in der Milchindustrie
Literatur/Patent Produkt Effekt im Lebensmittel
Ishii et al. (1994) Joghurt Verminderte Synärese
Verbesserung der Textur
Erhöhung der Viskosität
Lauber et al. (2000) Joghurt Erhöhung der Gelfestigkeit
Kuraishi et al. (1996) Quark Erhöhung der Bruchausbeute
Verbesserung der Textur
Verminderte Molkeabtrennung
Kuraishi et al. (1996) Käse Erhöhung der Bruchausbeute
Han et al. (2002) Hüttenkäse Erhöhung der Bruchausbeute
Einbindung von Molkenprotein
in den Käsebruch
Verbesserung der Festigkeit des Bruchs
Verminderte Synärese
Tsukasaki et al. (1990) Hüttenkäse Verbesserung der Hitzestabilität
Myamoto und Kanbara (1994) Eiscreme Feinere und weichere Textur
Verminderte Kristallbildung
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zweigen, wie der Fisch- und Fleischwirtschaft sowie der Getreide- und Sojaindustrie (Dube
et al., 2007; Kuraishi et al., 2001). Des Weiteren existieren auch Patente für den Einsatz der
mTG bei der Verarbeitung von Obst und Gemüse (Takagaki et al., 1991).
Vor dem Einsatz von Proteinen für die Herstellung von Lebensmitteln, muss deren Allergeni-
tät untersucht werden. Für mTG aus S. mobaraense erfolgte dies mit dem „2001 FAO/WHO
Decision Tree“, wobei für das Enzym kein allergisches Potential nachgewiesen werden konn-
te (Pedersen et al., 2004).
Durch eine Transglutaminasebehandlung wird die essentielle Aminosäure Lys modifiziert.
Damit wird die Frage aufgeworfen, inwieweit die physiologische Verwertbarkeit des so ver-
änderten Proteins beeinflusst wird. Untersuchungen von Yasumoto und Suzuki (1990) zei-
gen, dass die Isopeptidbindung durch Verdauungsenzyme des Gastrointestinaltraktes nicht
gespalten wird. Da aber 80 bis 100 % des freien Isopeptides von Ratten verwertet werden,
lässt sich vermuten, dass das Isopeptid unverändert aus dem Darm aufgenommen und in
vivo hydrolysiert wird (Finot et al., 1978). Der Nachweis von Isopeptiden im Blutplasma
von mit quervernetzten Proteinen gefütterten Küken bestätigt eine Aufnahme des Dipepti-
des durch die Darmwand (Asquith et al., 1974; Waibel und Carpenter, 1972). Im Körper
erfolgt anschließend eine Freisetzung des gebundenen Lys durch die Enzyme γ-Glutamyl-
transpeptidase (EC 2.3.2.2) und γ-Glutamylcyclotransferase (EC 2.3.2.4) (Fink et al., 1980;
Seguro et al., 1995). Das Enzym γ-Glutamylcyclotransferase, welches in der Niere lokali-
siert ist, spaltet die Isopeptide in Lys und 5-Oxo-Prolin (Fink et al., 1980), welches durch
das Enzym 5-Oxo-Prolinase weiter zu Glu metabolisiert wird (Griffith und Meister, 1981;
Motoki und Kumazawa, 2000; Seguro et al., 1996b). Das Enzym γ-Glutamyltranspeptidase,
welches ebenfalls in der Niere aber auch in der Darmwand und im Blut detektiert wurde (Ta-
te und Meister, 1981), spaltet die Isopeptide direkt in Lys und Gln (Seguro et al., 1995). Das
hierbei freigesetzte Lys kann anschließend im Körper verwertet werden. In vivo Experimente
zeigen, dass bei Küken bzw. Ratten das N-(γ-L-Glutamyl)-L-Lysin im Körper metabolisiert
wird und die Tiere keine Veränderung im Wachstum aufweisen (Seguro et al., 1996a; Wai-
bel und Carpenter, 1972). Weiterhin konnte mittels HPLC-Untersuchungen nachgewiesen
werden, dass ca. 99 % des Isopeptides in den Körper aufgenommen und nur ca. 1 % mit
dem Urin bzw. Faeces ausgeschieden werden (Seguro et al., 1996a). Die biologische Wertig-
keit der Proteine wird somit durch eine Transglutaminasebehandlung bzw. Isopeptidbildung
nicht vermindert.
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2.1.5 Spezifität der mTG
Durch den Einsatz von mTG lassen sich eine Vielzahl an Lebensmittelproteinen modifi-
zieren, wobei aber Unterschiede in der Reaktivität der einzelnen Proteine gegenüber dem
Enzym existieren.
2.1.5.1 Substrat Milchproteine
Von den zwei Hauptfraktionen der Milchproteine können die Caseine leicht durch mTG an-
gegriffen werden, während die Molkenproteine nur schwer für das Enzym zugänglich sind
(de Jong und Koppelman, 2002; Lorenzen, 2002). So nimmt das Ausmaß der enzymatischen
Quervernetzung in der Reihenfolge Natriumcaseinat > Magermilchpulver > Molkenprotein
ab (Lorenzen, 2002).
Für die einzelnen Caseine im Natriumcaseinat konnte folgende Reaktivität ermittelt werden:
κ-Casein > αS-Casein > β-Casein (Tang et al., 2005). Im Lebensmittelsystem Milch liegen
die Caseine hingegen nicht frei, sondern aggregiert in Form von Micellen vor, wodurch die
enzymatische Quervernetzungsreaktion beeinflusst wird. So wurde für die Caseine in Milch
eine andere Reaktivität festgestellt, wobei κ-Casein das am besten zugänglichste Protein für
mTG ist, gefolgt von β-Casein (Sharma et al., 2001). Unter Verwendung von rekonstituier-
ter Milch aus Vollmilchpulver sowie Magermilchpulver konnten Kuraishi et al. (2001) mit-
tels SDS-PAGE ebenfalls feststellen, dass hauptsächlich β-Casein durch mTG vernetzt wird.
Für αS-Casein wurde nur eine geringe Quervernetzung beobachtet, während bei κ-Casein
und den Molkenproteinen keine sichtbare Abnahme der Monomerbande erkennbar war. Des
Weiteren zeigte sich, dass das Ausmaß der Quervernetzung in nativen Micellen nach Un-
tersuchungen von Bönisch et al. (2004) im Vergleich zu Natriumcaseinat geringer ist. Die
freien „ungeordneten“ Caseine weisen demnach eine bessere Zugänglichkeit für mTG auf
als micellar assoziierte Caseine (Bönisch et al., 2004).
Molkenproteine sind nur sehr schwer für mTG zugänglich, wobei aber die Reaktivität durch
eine Denaturierung verbessert werden kann. So spaltet Dithiothreitol (DTT), ein Reduktions-
mittel, die Disulfidbrücken, wodurch das Protein aufgefaltet wird und neue Reaktionsorte für
mTG zugänglich werden (Coussons et al., 1992; de Jong und Koppelman, 2002; Lee et al.,
2002). Coussons et al. (1990) zeigten eine verstärkte mTG katalysierte Modifizierung von
β-Lactoglobulin durch eine Erhöhung des pH-Wertes auf pH = 9. In diesem pH-Bereich liegt
das Protein partiell aufgefaltet vor, während mTG noch Aktivität aufweist. Auch bei einer
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Hitzebehandlung (O’Sullivan et al., 2002a) sowie Druckbehandlung (Lauber et al., 2001a)
erfolgt eine Denaturierung der Molkenproteine, wodurch die Zugänglichkeit für mTG erhöht
wird. Durch eine Hochdruckbehandlung bei 400 MPa wird beispielsweise die mTG kataly-
sierte Bildung von Heterooligomeren aus β-Casein und β-Lactoglobulin ermöglicht, welche
bei einer Inkubation unter Normaldruck nicht stattfindet (Lauber et al., 2001a).
2.1.5.2 Glutamin- und Lysinreste
Neben der Proteinstruktur ist auch die Lage der Gln- und Lys-Reste innerhalb des Prote-
inmoleküls entscheidend für die Angreifbarkeit und somit für die Vernetzbarkeit der Pro-
teine durch mTG. Die Reaktivität der Gln- bzw. Lys-Reste in Proteinen wurde von ver-
schiedenen Arbeitsgruppen untersucht, wobei Unterschiede zwischen mTG und der Säu-
getiertransglutaminase festgestellt wurden. So konnten beispielweise Lee et al. (2002) bei
α-Lactalbumin unter Verwendung von GTG Lys 16, Lys 93, Lys 122 und bei Einsatz von
mTG Lys 5 als reaktiv identifizieren. Tab. 2.2 zeigt einen Überblick über die an der Querver-
netzungsreaktion beteiligten Gln- und Lys-Reste in Milchproteinen. Im Folgenden wird nur
auf die Substratspezifität der mTG gegenüber Gln- und Lys-Resten eingegangen.
Im Hinblick auf die Sekundärstruktur eines Proteins konnte festgestellt werden, dass modifi-
zierbare Lys-Reste entweder in Random-coil-Bereichen oder am C-Terminus einer α-Helix
lokalisiert sind, während Gln-Reste in Random-coil-, β-Faltblatt- sowie α-Helix-Bereichen
durch mTG angegriffen werden können (Nieuwenhuizen et al., 2004). Lys-Reste in einer
α-Helix- oder β-Faltblatt-Struktur sind nicht für mTG zugänglich (Nieuwenhuizen et al.,
2004). Weiterhin zeigen Untersuchungen von Lee et al. (2002) und Nieuwenhuizen et al.
(2004), dass die Lys-Reste eines Proteins im Vergleich zu den Gln-Resten mehr zum Lö-
sungsmittel exponiert sein müssen, um für mTG als Substrat zu fungieren.
Kashiwagi et al. (2002) vermuten, dass auch die Aminosäuresequenz der mTG einen ent-
scheidenden Einfluss auf die Substratspezifität des Enzyms besitzt. So ist der vordere Bereich
des aktiven Zentrums der mTG hauptsächlich von hydrophoben und nicht sauren hydro-
philen Aminosäuren bedeckt. Experimente zur Substratspezifität der mTG gegenüber dem
Acyldonor zeigen, dass große hydrophobe Aminosäuren und gewissermaßen auch Amino-
säuren mit großen Seitenketten (z.B. Phe, Tyr, Arg) N-terminal zu Gln die Reaktivität für
eine mTG-katalysierte Reaktion erhöhen (Ohtsuka et al., 2000a). Für die C-terminale Seite
zu Gln konnte festgestellt werden, dass andere Aminosäuren als Gly dessen Reaktivität ver-
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Tab. 2.2: TG-reaktive Gln- und Lys-Reste in Milchproteinen
Literaturstelle Protein Enzym Gln- bzw. Lys-Rest
reaktive Gln-Reste
Yan und Wold (1984) β-CN GTG 54, 56, 79, 167, 175, 182, 194
Coussons et al. (1992) β-LG GTG 155, 159 (DTT)
Christensen et al. (1996) κ-CN GTG 29, 45, 114, 163
αS2-CN 79, 169, 185, 187
αS1-CN 13, 108, 130, 140
β-CN 54, 56, 72, 79, 182
Sörensen et al. (1999) PP3 GTG 49, 59, 61
Lee et al. (2002) α-LA GTG 54
mTG 54
Nieuwenhuizen et al. (2003) α-LA mTG 30 ◦C: keine Reaktion
(holo-Form) 50 ◦C: keine Reaktion
α-LA mTG 30 ◦C: 39, 43
(apo-Form) 50 ◦C: 39, 43, 54,65, 117
Nieuwenhuizen et al. (2004) β-LG mTG 35, 59, 68, 155
reaktive Lys-Reste
Lee et al. (2002) α-LA GTG 16, 93, 122
mTG 5
Nieuwenhuizen et al. (2003) α-LA mTG 30 ◦C: keine Reaktion
(holo-Form) 50 ◦C: 13, 16, 108, 114
α-LA mTG 30 ◦C: 13, 16, 108, 114
(apo-Form) 50 ◦C: 5, 13, 16, 108,114
Nieuwenhuizen et al. (2004) β-LG mTG 8, 77, 141
ringern (Ohtsuka et al., 2000a). Basierend auf diesen Ergebnissen vermuten Kashiwagi et al.
(2002), dass innerhalb eines Acyldonors die N-terminale Seite zum Gln-Rest an den vorde-
ren Teil des aktiven Zentrums bindet, während die C-terminale Seite sehr flexibel sein muss,
um eine sterische Hinderung im aktiven Zentrum zu verringern. Im hinteren Teil des aktiven
Zentrums befinden sich vorwiegend Aminosäuren mit negativen Ladungen, wodurch die Re-
aktivität von positiv geladenen Acylakzeptoren erhöht wird (Kashiwagi et al., 2002). Ohtsuka
et al. (2000b) untersuchten die von mTG katalysierte Reaktion zwischen primären Aminen
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und Z-Gln-Gly. Hierbei zeigte sich, dass negativ geladene Amine nur als Substrat für mTG
dienen, wenn ein N-Alkylamin mit mehr als 4 Kohlenstoffatomen eingesetzt wurde. Es wird
daher von Ohtsuka et al. (2000b) vermutet, dass in einem Abstand von 4 Kohlenstoffatomen
zum Thioester, welcher während der Reaktion gebildet wird, eine Region existiert, welche
negative Ladungen einfängt. Auch wirken sich große Seitenketten negativ auf die Substra-
tumsetzung aus, was auf eine sterische Hinderung im aktiven Zentrum hinweist (Ohtsuka
et al., 2000b). Untersuchungen von Nieuwenhuizen et al. (2003) zur Markierung reaktiver
Lys-Reste von α-Lactalbumin zeigen, dass Lys-Reste Substrate der mTG sind, unabhängig
davon, ob die benachbarten Aminosäuren geladen oder hydrophob sind. So konnten reaktive
Lys-Reste ermittelt werden, welche in der Sequenz benachbart zu Glu, Asp, His, Lys, Thr,
Ile, Gly, Ala sowie Leu lokalisiert sind.
2.1.6 Methoden zur Bestimmung der Reaktionsorte
In der Literatur sind mehrere Methoden beschrieben, welche sich mit der Ermittlung der an
der Vernetzungsreaktion beteiligten Gln- und Lys-Resten beschäftigen, um Aussagen über
die Spezifität des Enzyms zu erhalten. Die beschriebenen Methoden basieren hauptsächlich
auf einer Transglutaminase-katalysierten Markierung der Reaktionsorte, einem anschließen-
den enzymatischen Verdau und einer Trennung der gebildeten Peptide mittels HPLC. Als
Markierungsreagenzien kamen im Wesentlichen für die Bestimmung reaktiver Gln-Reste
[14C]-Putrescin (Christensen et al., 1996; Sörensen et al., 1999), 6-Aminocapronsäure (Nieu-
wenhuizen et al., 2003, 2004), Gly-Gly-Gly (GGG) und Gly-Gly-OEt (Nieuwenhuizen et al.,
2003) sowie Monodansylcadaverin (MDC) (Coussons et al., 1992; Yan und Wold, 1984)
und für die Bestimmung reaktiver Lys-Reste Z-Gln-Gly (Nieuwenhuizen et al., 2003, 2004)
zum Einsatz. Um die markierten Proteine spezifisch zu spalten, erfolgte eine Inkubation mit
verschiedenen Proteasen, wie z.B. Glu-C Protease (Nieuwenhuizen et al., 2003, 2004), Pep-
sin, Trypsin und Chymotrypsin (Christensen et al., 1996), Trypsin (Coussons et al., 1992),
Lys-C und V8-Protease (Sörensen et al., 1999) sowie Trypsin und V8-Protease (Yan und
Wold, 1984). Die Detektion der modifizierten Peptide erfolgte je nach Markersubstanz mit
unterschiedlichen Methoden. Die mit [14C]-Putrescin radioaktiv markierten Peptide wurden
über Scintillationsmessungen detektiert und teilweise einer weiteren Untersuchung mittels
einer Sequenzanalyse sowie Massenspektrometrie unterzogen (Christensen et al., 1996; Sö-
rensen et al., 1999). MDC-markierte Peptide konnten aufgrund der Fluoreszenzeigenschaf-
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ten detektiert werden, wobei sich für eine genauere Identifizierung eine Sequenzanalyse
anschloss (Coussons et al., 1992; Yan und Wold, 1984). Andere mit z.B. Z-Gln-Gly und
6-Aminocapronsäure markierte Peptide wurden anhand der durch den Einbau des Markers
hervorgerufenen Massenänderungen mittels HPLC-MS detektiert und identifiziert (Nieu-
wenhuizen et al., 2003, 2004). Eine weitere Möglichkeit zur Identifizierung der Reaktions-
orte wurde von Lee et al. (2002) beschrieben. Hierzu wurde α-Lactalbumin in Anwesenheit
von DTT mit Transglutaminase inkubiert, anschließend mit einer Lysylendopeptidase ver-
daut und die gebildeten Peptide mittels RP-HPLC getrennt. Über eine Sequenzanalyse der
Peptide erfolgte die Identifikation der reaktiven Lys-Reste, wobei das Vorhandensein zwei-
er N-Termini auf vernetzte Peptide hinweist. Durch einen weiteren Verdau der vernetzten
Peptide mit V8-Protease, Trennung mittels RP-HPLC und anschließender Sequenzanalyse,
konnten die an der Vernetzung beteiligten Gln-Reste identifiziert werden.
2.2 Eigenschaften und Zusammensetzung der Milch
Gemäß Artikel 114 Absatz 1 VO (EG) 1234/2007 über eine gemeinsame Organisation der
Agrarmärkte und mit Sondervorschriften für bestimmte landwirtschaftliche Erzeugnisse ist
die Bezeichnung Milch „ausschließlich dem durch ein- oder mehrmaliges Melken gewonne-
nen Erzeugnis der normalen Eutersekretion, ohne jeglichen Zusatz oder Entzug,“ vorbehal-
ten. Es handelt sich um eine weißliche Flüssigkeit, deren Farbe durch die Streuung von Licht
an den Caseinmicellen sowie an den Fettkügelchen verursacht wird (Belitz et al., 2001).
Milch ist ein polydisperses System, bei welchem in der wässrigen Phase Mineralsalze, Koh-
lenhydrate und Vitamine gelöst, Fette als Fettkügelchen emulgiert und Proteine in Form von
Caseinmicellen und globuläre Serumproteine kolloidal dispergiert vorliegen (Töpel, 2004).
Einen Überblick über die Zusammensetzung der Milch liefert Tab. 2.3. Die Lipidfraktion mit
Tab. 2.3: Zusammensetzung der Kuhmilch (Schlimme und Buchheim, 1995)
Bestandteile Durchschnittlicher Gehalt [%]
Wasser 87,4
Fett 3,8
Lactose 4,7
Protein 3,3
Asche 0,7
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einem durchschnittlichen Gehalt von ca. 4 % in der Milch besteht zu 95 bis 96 % aus Triacyl-
glyceriden, wobei der hohe Gehalt an niederen Fettsäuren wie Buttersäure charakteristisch
ist. Neben den Triacylglyceriden sind noch freie Fettsäuren (0,1 bis 0,4 %), Phospholipide
(0,8 bis 1,0 %) und Sterine (0,2 bis 0,4 %, vorwiegend Cholesterol) vorhanden. Aus ernäh-
rungsphysiologischer Sicht ist auch das Vorkommen von CLAs (conjugated linoleic acids)
interessant, welchen eine anticancerogene Wirkung zugeschrieben wird (Belitz et al., 2001).
Der Kohlenhydratgehalt der Milch liegt bei ca. 4,7 %, wobei Lactose den Hauptbestandteil
ausmacht, während andere Kohlenhydrate nur in sehr geringen Mengen vorhanden sind. Der
Proteingehalt der Milch liegt bei ca. 3,3 %. Die in der Milch enthaltenen Proteine besitzen
eine hohe biologische Wertigkeit von 91 und lassen sich in zwei Hauptgruppen, die Ca-
seine und die Molkenproteine, unterteilen. Milch enthält weiterhin ca. 0,7 % Mineralstoffe
(sogenannter Aschegehalt), wobei hauptsächlich Kalium, Calcium, Chlorid, Phosphat und
Magnesium vorkommen. Milch ist ebenfalls ein wichtiger Lieferant für Vitamin B2, B12, A
und Niacin (Töpel, 2004).
2.2.1 Milchproteine
Die Proteine der Milch sind aufgrund ihrer Eigenschaften in zwei Hauptgruppen - die Casei-
ne und die Molkenproteine - unterteilbar. So lassen sich die Caseine durch eine Fällung an
ihrem isoelektrischen Punkt bei pH = 4,6 von den bei diesem pH-Wert löslichen Molkenpro-
teinen abtrennen.
2.2.1.1 Caseine
Die Caseine stellen mit ca. 80 % (Absolutgehalt ca. 2,8 g/100 g Milch) die wichtigste Frak-
tion der Milchproteine dar (Belitz et al., 2001). Unterteilbar ist diese Fraktion in αS1-, αS2-,
β- und κ-Casein, wobei diese mit einem durchschnittlichen Gehalt in Gew. % von 38, 10,
36 und 13 vorkommen (Schlimme und Buchheim, 1995). In geringeren Mengen sind wei-
terhin γ- und λ-Caseine zu finden, welche durch einen enzymatischen Abbau der β-Caseine
und αS-Caseine gebildet werden. Von den Caseinen existieren unterschiedliche genetische
Varianten, welche sich in einer Substitution verschiedener Aminosäuren unterscheiden. Der
pI-Wert der verschiedenen Caseingruppen liegt zwischen 4 und 5, womit die Unlöslichkeit
dieser Proteine in diesem pH-Bereich erklärt werden kann.
Die Primärstruktur von αS1-Casein (Variante B) besteht aus 199 Aminosäuren inklusive 8
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Phosphoserin-Resten (P-Ser-Resten), woraus sich ein Molekulargewicht von 23616 Da er-
gibt (Mercier et al., 1971). Von den 8 P-Ser-Resten des αS1-Caseins befinden sich 7 in den
Sequenzabschnitten 45-89. Zusätzlich sind in dieser Region 12 Aminosäuren mit Carboxyl-
gruppen lokalisiert, wodurch ein sehr polarer und saurer Bereich gebildet wird. Die Sequenz-
abschnitte 1-44, 90-113 und 132-199 sind dagegen apolar (Wong et al., 1996). αS2-Ca-
sein, mit einem Molekulargewicht von 25230 Da und 207 Aminosäuren (Brignon et al.,
1977), besitzt im Vergleich zu αS1-Casein einen ausgeprägten dipolaren Charakter. So be-
finden sich im Bereich des N-Terminus anionische Gruppen, während am C-Terminus kat-
ionische Gruppen zu finden sind. αS2-Casein enthält 11 P-Ser-Reste (Belitz et al., 2001).
β-Casein (Variante A2) zählt mit einer durchschnittlichen Hydrophobität von 1,33 kcal pro
Tab. 2.4: Aminosäuresequenz (Einbuchstabencode) von β-Casein
1 R E L E E L N V P G E I V E S L S S S E E S I T R
26 I N K K I E K F Q S E E Q Q Q T E D E L Q D K I H
51 P F A Q T Q S L V Y P F P G P I P N S L P Q N I P
76 P L T Q T P V V V P P F L Q P E V M G V S K V K E
101 A M A P K H K E M P F P K Y P V Q P F T E S Q S L
126 T L T D V E N L H L P P L L L Q S W M H Q P H Q P
151 L P P T V M F P P Q S V L S L S Q S K V L P V P Q
176 K A V P Y P Q R D M P I Q A F L L Y Q Q P V L G P
201 V R G P F P I I V
Abb. 2.4: Dreidimensionales Strukturmodell von β-Casein mit β-Faltblatt-Strukturen (blau),
α-Helix-Strukturen (orange), Random-coil-Bereichen (grau) und P-Ser-Resten (rot); 3D-
Strukturdaten B_CN_A.pdb (Kumosinski et al., 1993) dargestellt mit dem Programm Ras-
Win Molecular Graphics 2.7.2.1.1.
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Seitenkette, berechnet nach Bigelow (1967), zu den hydrophobsten Proteinen (Mercier et al.,
1972). Die Peptidkette besteht aus 209 Aminosäuren mit einem berechneten Molekularge-
wicht von 23982 Da (Mercier et al., 1972; Ribadeau-Dumas et al., 1972). Das Protein besitzt
fünf P-Ser-Reste, die in dem Sequenzabschnitt 1-40 lokalisiert sind (Ribadeau-Dumas et al.,
1972). In diesem Bereich befinden sich zudem auch praktisch alle ionisierbaren Gruppen des
Moleküls, während in dem Sequenzabschnitt 136-209 dagegen überwiegend Aminosäuren
mit apolaren Seitenketten vorhanden sind (Wong et al., 1996). Vereinfacht lässt sich die sche-
matische β-Caseinstruktur als seifenähnlich mit einem polaren Kopf und einem hydropho-
ben Schwanz darstellen (Belitz et al., 2001; Töpel, 2004). Die Primärstruktur des β-Caseins
ist in Tab. 2.4 dargestellt. κ-Casein ist ein partiell glycosyliertes Phosphoprotein. Das koh-
lenhydratfreie Monomer von κ-Casein (Variante B) besitzt eine Molmasse von 19023 Da
und besteht aus 169 Aminosäuren. In Milch wirkt das κ-Casein als Micell-stabilisierende
Komponente. Der stabilisierende Effekt von κ-Casein geht jedoch verloren, wenn durch eine
Inkubation mit Chymosin die Phe 105 - Met 106 - Bindung der Peptidkette gespalten wird,
wobei das unlösliche para-κ-Casein und das lösliche C-terminale Fragment (das Caseinoma-
cropeptid) freigesetzt werden (Mercier et al., 1973).
Bemerkenswert in der Aminosäuresequenz der Caseine ist der hohe Anteil an der Aminosäu-
re Pro, insbesondere beim β-Casein (Tab. 2.5). Pro, welches gleichmäßig über das gesamte
Molekül verteilt ist, verhindert die Ausbildung von geordneten Strukturen wie α-Helices.
Dies sowie das Fehlen von Disulfidbrücken und die ungleiche Verteilung von Ladungen
und hydrophoben Abschnitten lassen eine flexible und offene Struktur der Caseine vermuten
Tab. 2.5: Pro- und Cys-Gehalte sowie Sekundärstrukturanteile ausgewählter Milchproteine (Creamer
et al., 1983; Farrell et al., 2001; Hamada und Takeda, 1993; Hoagland et al., 2001; Malin
et al., 2005; Ono et al., 1987)
Protein strukturbestimmende Aminosäure [%] Sekundärstruktur [%]
Pro Cys α-Helix β-Faltblatt Turns
αS1-Casein 8,5 0 13-15 34-43 18-25
αS2-Casein 4,8 1 24 30 24
β-Casein 16,7 0 20 32 28
κ-Casein 11,8 1,2 7-13 34-40 21-23
β-Lactoglobulin 4,3 3,1 15 50 15-20
α-Lactalbumin 1,6 6,5 34 12 —
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(Fox, 2003). Die mittels Circulardichroismus (CD) Messung ermittelten Sekundärstruktur-
anteile sind in Tab. 2.5 aufgeführt. Die mittels „Molecular Modelling“ berechnete dreidi-
mensionale Struktur von β-Casein ist in Abb. 2.4 dargestellt. Aus ramanspektroskopischen
Untersuchungen wurde abgeleitet, dass die α-helikale Struktur aus dem Sequenzbereich 97-
103 und die β-Faltblatt-Strukturen aus den Sequenzabschnitten 52-60, 77-87 und 187-195
gebildet werden (Byler et al., 1988). Aufgrund der Struktureigenschaften sind die Caseine
nicht denaturierbar und somit hitze- und druckstabil. Aus der Struktur folgen weiterhin eine
leichte proteolytische Abbaubarkeit sowie die Eigenschaft, gut von Transglutaminase modi-
fiziert werden zu können (Fox, 2003).
Die Caseine sind in unterschiedlichem Maße an Ser-Resten und teilweise auch an Thr-Resten
phosphoryliert (Cheftel et al., 1992). Die anionischen Cluster von P-Ser-Resten sind dabei
die bevorzugten Calciumbindungsstellen im Proteinmolekül (Holt und Hukins, 1991; Ho und
Waugh, 1965). Die Löslichkeit der Caseine in Anwesenheit von Calcium korreliert daher mit
der Anzahl der P-Ser-Cluster im Proteinmolekül (Marchesseau et al., 2002). Die Reihenfol-
ge in der Löslichkeit ist αS2-Casein < αS1-Casein < β-Casein < κ-Casein, mit drei, zwei,
einem bzw. null Clustern (Swaisgood, 1993). Demnach sind alle Caseine, bis auf κ-Casein
sensitiv gegenüber Calcium. Im Lebensmittel Milch liegen 90 bis 95 % der Caseine daher
aggregiert in Form von Micellen vor. Die verschiedenen Modelle der micellaren Struktur
sind in Kap. 2.3 beschrieben.
2.2.1.2 Molkenproteine
Die zweite wichtige Proteinfraktion in Milch sind die Molkenproteine, deren Anteil am
Milcheiweiß ca. 20% (Absolutgehalt ca. 0,6 g/100 g Milch) beträgt (Belitz et al., 2001). Zu
den Molkenproteinen zählen β-Lactoglobulin, α-Lactalbumin, Serumalbumin, Immunglo-
buline sowie Lactoferrin, welche in einem Gewichtsverhältnis in % von 56:21:7:14:2 in der
Milch vorkommen (Schlimme und Buchheim, 1995). Molkenproteine sind globuläre Pro-
teine und im Vergleich zu den Caseinen thermisch bzw. durch eine Druckbehandlung de-
naturierbar sowie schlecht durch Enzyme angreifbar. Die Sekundärstrukturanteile sowie die
Anteile an den Aminosäuren Cys und Pro sind in Tab. 2.5 dargestellt.
β-Lactoglobulin (Variante B), das Hauptprotein der Molke, besteht aus einer einzelnen Pep-
tidkette mit 162 Aminosäuren und besitzt ein Molgewicht von 18277 Da (Braunitzer et al.,
1973). Die Aminosäuresequenz ist in Tab. 2.6 dargestellt. β-Lactoglobulin besitzt im nati-
18
2 Theoretischer Teil
Tab. 2.6: Aminosäuresequenz (Einbuchstabencode) von β-Lactoglobulin
1 L I V T Q T M K G L D I Q K V A G T W Y S L A M A
26 A S D I S L L D A Q S A P L R V Y V E E L K P T P
51 E G D L E I L L Q K W E N G E C A Q K K I I A E K
76 T K I P A V F K I D A L N E N K V L V L D T D Y K
101 K Y L L F C M E N S A E P E Q S L A C Q C L V R T
126 P E V D D E A L E K F D K A L K A L P M H I R L S
151 F N P T Q L E E Q C H I
Abb. 2.5: Dreidimensionale Struktur von β-Lactoglobulin mit β-Faltblatt-Strukturen (blau), α-Helix-
Strukturen (orange) und Random-coil-Bereichen (grau) sowie Cys 121 (rot); 3D-
Strukturdaten 1B8E.pdb (Oliveira et al., 2001) dargestellt mit dem Programm RasWin Mo-
lecular Graphics 2.7.2.1.1
ven Zustand zwei Disulfidbrücken (Cys 106 - Cys 119; Cys 66 - Cys 160) und einen freien
Cys-Rest (Cys 121), welcher in der Proteinstruktur verborgen ist (Papiz et al., 1986). Durch
eine Denaturierung z.B. infolge eine Temperatur- oder Hochdruckbehandlung sowie durch
pH-Werte größer 8 (Groves et al., 1951; Larson und Jenness, 1952) wird die SH-Gruppe
freigelegt und neue Disulfidbrücken können ausgebildet werden. Dies kann zur Dimerisie-
rung des Proteins sowie auch zur Verknüpfung mit anderen Milchproteinen wie κ-Casein
oder α-Lactalbumin führen (Belitz et al., 2001; Nabhan et al., 2004). β-Lactoglobulin weist
weiterhin ein pH-abhängiges reversibles Oligomerisierungsverhalten auf. Das Monomere ist
hierbei nur bei pH-Werten kleiner 3,5 und größer 7,5 stabil. Die räumliche Struktur des
β-Lactoglobulinmoleküls ist aus Röntgenstrukturuntersuchungen bekannt und in Abb. 2.5
dargestellt. Die Struktur besteht aus 9 antiparallelen β-Faltblatt-Strängen, von denen 8 die
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Form eines abgeflachten „konischen Fasses“ oder „Kelches“ bilden (Monaco et al., 1987;
Papiz et al., 1986). Die 8 β-Faltblatt-Stränge werden durch die Sequenzabschnitte 15-27,
35-44, 49-56, 65-74, 82-85, 91-97, 102-111 und 116-124 gebildet (Monaco et al., 1987).
Das Innere des Fasses ist hydrophob, während die Öffnung mit hydrophilen Aminosäuren
gesäumt ist (Wong et al., 1996). Auf der Oberfläche des Fasses ist eine dreifache α-Helix lo-
kalisiert (Monaco et al., 1987; Papiz et al., 1986). Die α-Helix besteht aus den Aminosäuren
an den Positionen 130-140 (Monaco et al., 1987). Der freie Cys-Rest Cys 121 befindet sich
nahe der Oberfläche in einem hydrophoben Tunnel in Angrenzung zur α-Helix.
α-Lactalbumin, das quantitativ zweitwichtigste Molkenprotein, ist ein globuläres Ca2+-bin-
dendes Metalloprotein. Dabei wird das Ca2+-haltige Protein als holo-α-Lactalbumin und das
Ca2+-freie als apo-α-Lactalbumin bezeichnet. Die Primärstruktur des Proteins besteht aus
123 Aminosäuren mit einer molekularen Masse von 14175 Da (Brew et al., 1970). Die vier
Disulfidbrücken befinden sich zwischen Cys 6 - Cys 120, Cys 28 - Cys 111, Cys 61 - Cys 77
und Cys 73 - Cys 91 und ermöglichen eine kompakte ellipsoidale Anordnung des Proteins.
2.3 Caseinmicellen
In Milch liegen die Caseine zu ca. 95 % assoziiert in Form von kolloidal dispergierten Par-
tikeln vor, welche als Micellen bezeichnet werden (Fox, 2003). Die Caseinmicellen besit-
zen einen Durchmesser von ca. 50 bis 300 nm (Durchschnitt 150 nm) und bestehen aus ca.
250000 Caseinmolekülen pro Micelle (Belitz et al., 2001). Die Micellen sind stark hydrati-
siert (ca. 2 g Wasser/g Protein), wobei die Trockensubstanz aus ca. 94 % Protein und 6 %
Mineralstoffen, dem sogenannten kolloidalen Calciumphosphat (CCP) zusammengesetzt ist
(Horne, 2006). Die Verteilung der Caseine bzw. Mineralstoffe in der Micelle ist in Tab. 2.7
aufgeführt. Die Aggregation der Caseinmonomere innerhalb der Micelle erfolgt hauptsäch-
lich über elektrostatische Wechselwirkungen (vorwiegend Calciumphosphatbindungen), hy-
drophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbrückenbindungen (Belitz et al., 2001). Der
genaue Aufbau der Micelle ist jedoch weitgehend unbekannt. In den letzten Jahrzehnten
wurden verschiedene Modelle vorgeschlagen, um die Struktur der Caseinmicelle der Kuh-
milch zu beschreiben. Allgemein lassen sich diese Modelle in drei Kategorien - Coat-Core-
Modelle, Submicell-Modelle und Internal-Structure-Modelle - einteilen. Die ersten Modelle
dieser drei Kategorien wurden in den 60iger Jahren von Waugh und Noble (1965), Morr
(1967) und Rose (1969) aufgestellt.
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Tab. 2.7: Zusammensetzung der Trockenmasse der Caseinmicellen (Schmidt, 1982)
Caseine [g/100g Trockensubstanz]
αS1-Casein 35,6
αS2-Casein 9,9
β-Casein 33,6
κ-Casein 11,9
Minorkomponenten 2,3
anorganische Substanzen [g/100g Trockensubstanz]
Calcium 2,9
Phosphat 2,9
Magnesium 0,1
Natrium 0,1
Kalium 0,3
Citrate 0,4
2.3.1 Coat-Core-Modell
Das Coat-Core-Modell beschreibt den Aufbau der Micelle aus zwei unterschiedlich zusam-
mengesetzten Schichten - dem Mantel und dem Kern.
Das erste Modell dieser Kategorie von Waugh und Noble (1965) beschreibt die Micelle be-
stehend aus einem Kern von Calcium-αS-Casein-Polymeren, welcher von einem einheit-
lichen Mantel aus Calcium-αS-κ-Casein-Komplexen (geringes Gewichtsverhältnis) umge-
ben ist. Die Anwesenheit von β-Casein in der Micelle ist ebenfalls möglich. Grundlage für
dieses Modell waren Untersuchungen zur Löslichkeit der Caseine in Anwesenheit von Calci-
um. Weitere Studien von Waugh et al. (1970) sowie Waugh und Talbot (1971) lassen vermu-
ten, dass die Polymere im Kern eine kugelförmige Struktur besitzen und die stabilisierende
κ-Casein-Schicht monomolekular ist und das Wachstum der Micelle limitiert.
Basierend auf den Forschungen zur Caseinassoziation wurde 1966 von Payens (1966) das
zweite Modell dieser Gruppe vorgeschlagen (Abb. 2.6). So besteht der Kern aus dicht gefal-
teten αS-Caseinmolekülen, welche mit einem lockeren Netzwerk von β-Caseinen verbunden
sind. Die Micelloberfläche (Mantel) ist mit κ-Caseinen bedeckt. CCP ist an der Oberfläche
sowie im Inneren der Micelle lokalisiert und besitzt eine wichtige Rolle für den Zusammen-
halt der Micellstruktur.
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Abb. 2.6: Coat-Core-Modell (Payens, 1966)
Parry Jr. und Carroll (1969), welchen es nicht gelang κ-Casein durch mit Eisen markierte An-
tikörper auf der Micelloberfläche zu detektieren, nehmen an, dass sich κ-Casein im Inneren
der Micelle befindet. κ-Casein fungiert hierbei als Keimbildungszentrum für αS-, β-Caseine
und Calciumphosphate, welche sich demnach an der Micelloberfläche befinden.
Das Modell von Paquin et al. (1987) beschreibt den Micellkern als ein Netzwerk von αS-Ca-
sein und CCP, in welches β-Casein über hydrophobe Wechselwirkungen eingebunden ist.
Der Kern ist von einer Schicht aus αS-, β-Casein und einem relativ hohen Anteil an κ-Casein
umgeben. Der Ansatzpunkt dieses Modells waren Untersuchungen zu EDTA dissoziierten
Caseinmicellen.
2.3.2 Submicell-Modell
Bei dem Submicell-Modell ist die Caseinmicelle allgemein aus kugelförmigen Untereinhei-
ten bzw. kleinen Aggregaten, den Submicellen, aufgebaut.
Das erste Submicell-Modell wurde 1967 anhand der Forschungen bezüglich des Einflusses
von Harnstoff und Oxalat auf das Sedimentationsverhalten der Caseinmicellen von Morr
(1967) aufgestellt. Demnach bestehen Caseinmicellen aus mehreren locker gepackten Cal-
cium-Caseinat-Komplexen, welche über CCP miteinander assoziiert sind. Jede dieser Un-
tereinheit besteht vermutlich aus einem αS-, β-Casein-Kern umgeben von einer αS- und
κ-caseinreichen Schicht.
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Basierend auf Experimenten zum Sedimentationsverhalten von in Caseinmischungen gebil-
deten Partikeln bei Calciumzusatz, wurde von Slattery und Evard (1973) ein weiteres Mi-
cellmodell vorgeschlagen, welches aus zwei verschiedenen Untereinheiten besteht. Einige
Submicellen bestehen aus αS- und β-Casein, während andere zusätzlich κ-Casein enthalten.
Die Anwesenheit von αS- und β-Casein führt zur Bildung von hydrophoben Bereichen an
der Oberfläche der Untereinheiten, welche für die gegenseitige Bindung der Untereinheiten
in der Micelle verantwortlich sind. Calcium, gebunden an Caseine, verbessert die hydropho-
be Bindung indem die negative Ladung der Phosphatgruppen im Protein vermindert wird.
κ-Casein ist hingegen in hydrophilen Regionen der Untereinheiten angereichert, welche dem
Lösungsmittel zugewandt sind. Das Wachstum der Micelle ist daher beendet, wenn die ge-
samte Micelloberfläche mit den hydrophilen κ-Casein-Regionen bedeckt ist. Die verfügbare
Menge an κ-Casein ist der limitierende Faktor für die Micellgröße.
Schmidt und Payens (1976) präsentierten ein Modell, in welchem die Untereinheiten aus-
schließlich durch Calciumphosphat miteinander verbunden sind. Die Untereinheiten besit-
zen hierfür einen hydrophoben Kern, der von den polaren Regionen der Proteinbestandteile
umgeben ist. 1980 wurde von Schmidt (1980) die unterschiedliche Caseinzusammensetzung
der Untereinheiten aus dem Modell von Slattery und Evard (1973) übernommen. Erweitert
wurde das Modell von Schmidt (1982) im Hinblick auf die anorganische Phase der Micellbe-
standteile. Es wurde angenommen, dass Calciumionen nahezu an alle Phosphatestergruppen
binden und dass einige dieser Gruppen paarweise über Ca9(PO4)6-Cluster verknüpft sind.
Das am meisten akzeptierte Modell dieser Gruppe ist das Submicell-Modell von Walstra
(1990), welches in Abb. 2.7 a dargestellt ist. Demnach ist die Micelle aus annährend run-
den Caseinaggregaten aufgebaut, wobei die Caseine durch hydrophobe Wechselwirkungen
und Salzbrücken (elektrostatische Wechselwirkungen) zusammengehalten werden. Die Ver-
knüpfung von Submicellen untereinander erfolgt über CCP, an welchem die Phosphatester-
gruppen der Caseine beteiligt sind. Wie in den vorhergehenden Modellen wird auch hier
das Vorkommen von zwei Typen von Submicellen beschrieben - die κ-caseinreichen und
κ-caseinarmen Untereinheiten. Diese sind innerhalb der Micelle so angeordnet, dass das
κ-Casein hauptsächlich an der Micelloberfläche lokalisiert ist, wobei die C-terminalen Se-
quenzabschnitte des Proteins aus der Micelloberfläche in das umgebende Lösungsmittel
hineinragen. Die C-terminalen Sequenzabschnitte von κ-Casein werden dabei als flexible
„Haare“ angesehen, welche Aggregationen zwischen den Micellen durch eine sterische Ab-
23
2 Theoretischer Teil
(a)
(b)
Abb. 2.7: Submicell-Modell (a) Walstra (1990) und (b) Dalgleish et al. (2004)
stoßung verhindern.
Als Grundlage für ein weiteres Modell von Ono und Obata (1988) dienten künstliche Micel-
len, hergestellt aus Proteinfraktionen, die mittels GPC aus Calcium-armen Micellen isoliert
wurden. Diese Proteinfraktionen fungierten in den Untersuchungen als Bausteine für die Mi-
cellen. In diesem Modell besteht das Micellinnere aus αS-, β-Caseinaggregaten, während der
Mantel aus Aggregaten aufgebaut ist, die aus equimolaren Anteilen an αS- und κ-Caseinen
zusammengesetzt sind. κ-Casein ist hierbei nach außen gerichtet und die αS-Caseine sind
für die Verknüpfung mit den inneren Untereinheiten verantwortlich. Verbunden sind die Un-
tereinheiten über Calciumphosphat.
Ein relativ neues Modell von Dalgleish et al. (2004) basiert auf elektronenmikroskopischen
Aufnahmen von Micellen (Abb. 2.7 b). Demnach besteht die Micelle nicht aus kugelförmi-
gen Untereinheiten, sondern aus röhrenartigen Gebilden (Durchmesser ca. 20 nm) mit ab-
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gerundeten Enden, welche aus der Hauptstruktur der Micelle herausragen. Diese hervorste-
henden Röhren können eine Annäherung von großen Gebilden, wie z.B. anderen Micellen,
verhindern. Ebenfalls könnte an den abgerundeten Enden κ-Casein lokalisiert sein und da-
durch eine weitere Micellstabilisierung bewirken. Die Oberfläche der Micelle erscheint nicht
glatt sondern besitzt Spalten zwischen den einzelnen Untereinheiten. Durch diese Poren wird
das Micellinnere z.B. für Enzyme zugänglich.
2.3.3 Internal-Structure-Modell
Die Internal-Structure-Modelle basieren hauptsächlich auf den Eigenschaften der isolierten
Proteine, durch welche die Bildung einer inneren Micellstruktur verursacht und gelenkt wird.
Rose (1969) nahm an, dass zuerst die β-Caseine aufgrund der endothermen Polymerisa-
tionsreaktion miteinander zu kettenförmigen Aggregaten assoziieren. Anschließend werden
αS-Caseine an die β-Casein-Polymere angelagert, während die κ-Caseine mit den αS-Case-
inen wechselwirken und Aggregate mit limitierter Größe bilden. Calciumphosphat fungiert
als Vernetzer zwischen den einzelnen Aggregaten zu einer Micelle, wobei die Aggregate so
angeordnet werden, dass κ-Casein nach außen zeigt (Rollema, 1992).
Eine andere Möglichkeit der Assoziation von Caseinen wird dem Modell nach Garnier und
Ribadeau-Dumas (1970) zu Grunde gelegt. Die Caseinmicelle wird als dreidimensionales
poröses Netzwerk von Caseinaggregaten angesehen. In diesem Netzwerk wirken jeweils drei
κ-Caseinmoleküle als Knotenpunkte, wobei das Gerüst aus αS- und β-Caseinen besteht.
Holt (1992) beschreibt die Micelle als ein flexibles Caseinnetzwerk mit einer gelartigen
Struktur und Microgranulaten von CCP als Bindeglied zwischen den Phosphatgruppen der
Proteine (Abb. 2.8). Die C-terminale Region von κ-Casein ragt aus der Micelle heraus und
bildet eine „hairy layer“. Die Micelle wird hierbei hauptsächlich durch zwei Faktoren stabi-
lisiert: durch die Oberflächenladung der Micelle von -20 mV (bei pH = 6,7) und durch die
sterische Abstoßung aufgrund der „hairy layer“ (Holt und Horne, 1996).
Das „Dual bonding model“ wurde nach diesem Modell von Horne (1998) vorgeschlagen.
Die Aggregation der Caseine zu einer Micelle erfolgt über zwei Bindungstypen (hydrophobe
Wechselwirkungen und CCP) und es herrscht ein Gleichgewicht zwischen den anziehenden
hydrophoben Wechselwirkungen und der elektrostatischen Abstoßung. αS- bzw. β-Caseine
aggregieren demnach über hydrophobe Wechselwirkungen miteinander. CCP fungiert zum
Einen als Verbindungspunkt zwischen den Caseinen. Zum Anderen wird durch die Anlage-
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Abb. 2.8: Internal-Structure-Modell (Holt, 1992)
rung von CCP an die P-Ser-Reste der Caseine die elektrostatische Abstoßung vermindert,
wodurch sich größere Aggregate bilden können. κ-Casein lagert sich ebenfalls über hydro-
phobe Wechselwirkungen an das Caseinnetzwerk an. Anders als αS- bzw. β-Casein wirkt es
aber als Endpunkt der Polymerisation, da κ-Casein keine P-Ser-Cluster zur Anbindung von
Calcium und keine weitere hydrophobe Region zur Verlängerung der Caseinkette besitzt.
2.3.4 Micellstabilität
Da die Micellstruktur durch eine Vielzahl von Wechselwirkungen (hydrophobe, elektrosta-
tische Wechselwirkungen, CCP) stabilisiert wird und die Micellen mit ihrer Umgebung im
Gleichgewicht stehen, kann eine Änderung der umgebenden Bedingungen eine Destabili-
sierung der Micellstruktur hervorrufen. So wurde eine Dissoziation von Micellen durch Zu-
satz von Harnstoff (Smiddy et al., 2006; Holt, 1998), SDS (Lefebvre-Cases et al., 1998)
sowie durch eine Erhöhung des pH-Wertes auf pH = 10 (Huppertz et al., 2008) beobachtet.
Ursache hierfür ist die Verminderung hydrophober Wechselwirkungen. Die Menge an CCP
in der Micelllösung kann durch Zusatz von Komplexbildnern wie EDTA (Griffin et al., 1988)
sowie durch eine Dialyse gegen einen phosphatfreien Puffer (Holt, 1998) verringert werden,
wodurch auch hier die Integrität der Micellstruktur verloren geht. Ebenfalls führt eine pH-
Erniedrigung zu einer Zerstörung der Micellstruktur (Lieske et al., 1999). Bei pH = 4,6 ist
der isoelektrische Punkt der Caseine erreicht, wodurch eine weitere Aggregation und Prä-
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zipitation erfolgt. Eine weitere Möglichkeit zur Destabilisierung der Caseinmicellstruktur
stellt ein Zusatz von Ethanol oder anderen organischen Lösungsmitteln dar (Horne, 1984).
Der Mechanismus beruht hierbei auf dem konformativen Kollaps der „hairy layer“ (Horne,
1986; Huppertz und de Kruif, 2007a) sowie auf einer veränderten Löslichkeit von Calcium-
phosphat (Horne, 1987).
Durch Zusatz des Enzyms mTG, welches innerhalb der Micelle die Bildung von Isopeptid-
bindungen katalysiert, konnte eine Verbesserung der micellaren Stabilität beobachtet werden
(Mounsey et al., 2005; O’Sullivan et al., 2002b, 2001; Smiddy et al., 2006). Eine erhöh-
te Hitzestabilität bzw. Stabilität gegenüber hohen hydrostatischen Drücken wurde durch die
Ermittlung der „Heat coagulation time“ bzw. des durchschnittlichen Micellradius gezeigt.
Weiterhin wurde eine Dissoziation der Micellen durch Zusatz von Harnstoff bzw. SDS,
durch ein Erhitzen in Anwesenheit von Ethanol sowie durch Anwesenheit des Calcium-
bindenden Citrats vermindert. Zur Untersuchung der Micellstabilität wurde hierzu der so-
genannte L-Value, welcher ein Maß für das zurück gestreute Licht ist, ermittelt.
2.3.5 Untersuchungsmethoden zur Micellstabilität
2.3.5.1 Trübungsmessung
Die micellare Anordnung der Caseine ist für das weiße Erscheinungsbild des Lebensmittels
Milch verantwortlich (Belitz et al., 2001). Licht wird an den Micellen gebrochen, wobei gilt:
je größer eine Micelle ist, desto mehr Licht wird an ihr gestreut und desto geringer ist der
Lichtdurchgang und umgekehrt. Dieses Verhalten wird in der Milchanalytik ausgenutzt, um
die Stabilität einer Micelle durch Messung der Trübung zu untersuchen. Hierzu wird die
Absorption einer Milchlösung bei 633 nm gemessen und daraus der Trübungsindex nach
Regnault et al. (2004) ermittelt (Kap. 3.9). Eine Verminderung der Trübung und somit des
Trübungsindex ist mit einer Diffusion von Caseinen aus der Micelle und daher mit einer
Abnahme der Micellgröße verbunden (Regnault et al., 2004; Schorsch et al., 2000b). Eine
Zunahme der Trübung kann mit den Prozessen Quellung oder Aggregation korreliert werden.
2.3.5.2 Dynamische Lichtstreuung
Die Eigenschaft der Micellen Licht zu streuen, findet auch zur Bestimmung des hydrody-
namischen Radius mittels Dynamischer Lichtstreuung (DLS) Anwendung. Grundlage für
die DLS ist die Brown’sche Molekularbewegung, welche besagt, dass sich die Teilchen ei-
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ner Lösung in alle drei Raumrichtungen mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten bewegen.
Wird kohärentes Licht in eine Lösung gestrahlt, so ändert sich aufgrund dieser Teilchenbewe-
gungen die Anzahl der Streuzentren (Teilchen) im Streuvolumen, was zu Fluktuationen der
Intensität des gestreuten Lichtes führt (Abb. 2.9 a). Die Fluktuation der Streuintensität ent-
hält somit Informationen über die Bewegung der Streuzentren bzw. über das Makromolekül
selbst. Die Streuintensitäten einer Probe werden in Abständen ∆t gemessen. Ist das Zeitin-
tervall ∆t klein gegenüber der Zeit, welche das Makromolekül (Streuzentrum) braucht, um
das Streuvolumen zu verlassen, stehen die Änderungen der Intensitätswerte in Korrelation
zueinander. Sie schwanken um einen Mittelwert (Abb. 2.9 a). Die Auswertung erfolgt über
eine Korrelationsfunktion, mit welcher der zeitliche Verlauf der Fluktuationen um den Mit-
telwert der Streuintensität erfasst wird. Da die Bewegungen im Streuvolumen immer zufällig
ablaufen, fällt die Korrelationsfunktion im Laufe der Zeit auf eine Basislinie ab (Abb. 2.9 b).
Dieses Absinken resultiert daraus, dass Richtung und Geschwindigkeit eines Moleküls mit
zunehmender Zeit so verändert sind, dass sie nicht mehr in Beziehung mit der Anfangsitua-
tion stehen. Die Korrelationszeit beschreibt die Zeitskala des Absinkens der Korrelation. Die
gemessenen Fluktuationen der Streuintensitäten sind in verdünnten Polymerlösungen auf die
Änderung der Lösungsmitteldichte und die Konzentrationsschwankung der Makromoleküle
zurück zuführen. Der Einfluss des Lösungsmittels kann durch Subtraktion der Messwerte
von reinem Lösungsmittel eliminiert werden. Die verbleibende Konzentrationsfluktuation
steht in Beziehung zum translatorischen Diffusionskoeffizienten des Makromoleküls, wo-
(a) (b)
Abb. 2.9: (a) Schwankung der Streuintensitäten um einen zeitlichen Mittelwert A und (b) Korrela-
tionsfunktion (Arndt und Müller, 1996)
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bei der Kehrwert der Korrelationszeit ein Maß für den Translationsdiffusionskoeffizienten
ist. Durch mathematische Umformungen des Translationsdiffusionskoeffizienten mittels der
Stokes-Einstein-Beziehung (Gleichung 2.1) lässt sich auf die Größenverteilung oder den hy-
drodynamischen Radius der vorliegenden Teilchen schließen (Arndt und Müller, 1996).
D: translat. Diffusionskoeffizient
k: Boltzmann-Konstante
D = k × T6 ×pi × η×Rh T: Temperatur
η: Viskosität
Rh: hydrodynamischer Radius
(2.1)
Der hydrodynamische Radius eines Teilchens beschreibt den vom Lösungsmittel nicht durch-
spülten Teil des Partikelvolumens, der einer äquivalenten Kugel mit gleichem Diffusionsko-
effizienten entspricht (Arndt und Müller, 1996; Dörfler, 2002).
2.4 Hochdruckbehandlung in der Lebensmittelindustrie
Die Hochdruckbehandlung bei Lebensmitteln ist ein nicht thermisches Konservierungsver-
fahren, bei dem Drücke bis zu 1000 MPa auf das zu behandelnde Lebensmittel einwirken.
Wichtige Verderbniserreger oder gesundheitsschädliche vegetative Bakterien wie z.B. Esche-
richia coli- oder Salmonella-Arten, Hefen und Schimmelpilze, können durch Drücke im
Bereich von 200 bis 600 MPa in wenigen Minuten bei niedrigen Temperaturen (meist um
20 ◦C) inaktiviert bzw. stark in ihrem Wachstum gehemmt werden (San Martin et al., 2002).
Der Vorteil der Druckbehandlung im Gegensatz zu den konventionellen Verfahren wie z.B.
Sterilisieren, Gefrieren oder Trocknen ist, dass Farbe, Aroma, Erscheinungsbild und wär-
meempfindliche Inhaltsstoffe (essentielle Aminosäuren, Vitamine) des Lebensmittels kaum
beeinträchtigt werden (Datta und Deeth, 1999; Johnston et al., 2002). In den letzten Jahren
hat sich daher die Behandlung von Lebensmitteln mit hohen Drücken als Alternative zu einer
thermischen Behandlung erfolgreich etabliert. Die erste Anlage zur Hochdruckbehandlung
von Lebensmitteln wurde bereits im Jahre 1889 von Hite (1899) konstruiert. Schon damals
erkannte man die keimabtötende Wirkung hoher hydrostatischer Drücke, aber erst knapp
100 Jahre später wurde 1990 das erste hochdruckbehandelte Lebensmittel, eine Fruchtkon-
fitüre, auf dem japanischen Markt eingeführt. Weitere Produkte in anderen Ländern folgten,
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wie Guacamole (USA), geschnittener Schinken (Spanien) sowie Orangen- und Grapefruit-
saft (Frankreich) (San Martin et al., 2002).
Neben der Haltbarkeitsverlängerung von Lebensmitteln liegt ein weiterer Einsatzbereich der
Hochdruckbehandlung in der Entwicklung von Produkten mit veränderter Textur und ver-
änderten Eigenschaften (Datta und Deeth, 1999). Grundlage hierbei ist, dass hohe Drücke
zu Konformationsänderungen von Biopolymeren führen, wodurch sich deren funktionelle
Eigenschaften verändern lassen.
2.4.1 Wirkung hydrostatischer Drücke auf Proteine
Nach dem Prinzip von Le Chatelier und Braun laufen Reaktionen, welche mit einer Volu-
menreduzierung verbunden sind, unter Druck bevorzugt ab. Prozesse, bei denen das Volu-
men zunimmt, werden dagegen unter erhöhtem Druck gehemmt. Somit wirkt sich der Druck
auch auf die strukturstabilisierenden Bindungen und Wechselwirkungen im Protein aus. In
Tab. 2.8 sind die Volumenänderungen bei der Ausbildung von verschiedenen, für Proteine
relevanten Wechselwirkungen dargestellt.
Die Primärstruktur eines Proteins ist dessen Aminosäuresequenz, d.h. die kovalente Ver-
knüpfung der einzelnen Aminosäuren. Kovalente Bindungen zeichnen sich durch hohe Bin-
dungsenergien und eine Volumenabnahme bei Bindungsbildung aus, wodurch die hohe Druck-
stabilität der Primärstruktur von Proteinen erklärt werden kann. Diese wird selbst bei Drücken
von 1000 bis 1500 MPa nicht beeinflusst (Mozhaev et al., 1996).
Die Sekundärstruktur beschreibt die räumliche Anordnung benachbarter Aminosäurereste
Tab. 2.8: Volumenänderung und Bindungsenergien bei der Ausbildung von Bindungen im Protein
(Messens et al., 1997; Mozhaev et al., 1996)
Bindungstyp Volumenänderung V Bindungsenergie H
[ml/mol] [kJ/mol]
kovalente Bindungen -10 330 - 400 (Peptidbindung)
200 (Disulfidbindung)
Elektrostatische Wechselwirkungen +10 bis +12 42 - 84
Hydrophobe Wechselwirkungen +10 bis +20 4 - 12
Wasserstoffbrückenbindungen Werte um 0 8 - 40
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zueinander. Dabei treten hauptsächlich die Strukturelemente α-Helix und β-Faltblatt auf,
welche durch Wasserstoffbrückenbindungen stabilisiert werden. Eine irreversible Verände-
rung erfolgt erst ab Drücken oberhalb 700 MPa (Carrier et al., 1990; Datta und Deeth, 1999).
Menéndez et al. (2006) konnten jedoch Veränderungen der Sekundärstruktur schon bei nied-
rigeren Drücken von 400 MPa bzw. 600 MPa feststellen. Messungen zur Änderung des Vo-
lumens infolge einer Druckbehandlung haben ergeben, dass α-Helices gegenüber den als
inkompressibel geltenden β-Faltblatt-Strukturen wesentlich empfindlicher auf hohe Drücke
reagieren (Tauscher, 1995).
Bei der Quartärstruktur handelt es sich um eine Zusammenlagerung von Peptidketten (Sub-
einheiten), welche größtenteils über hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen
miteinander verbunden sind. Schon bei geringen Drücken (kleiner 150 MPa) erfolgt eine
Dissoziation in die Proteinuntereinheiten (Datta und Deeth, 1999; Mozhaev et al., 1996;
Schade et al., 1980), welches mit einer großen Volumenabnahme verbunden ist.
Nach Balny und Masson (1993) unterliegen Proteine bei Drücken von 100 bis 200 MPa meist
reversiblen und bei Drücken höher als 300 MPa meist irreversiblen Strukturänderungen.
2.4.1.1 β-Lactoglobulin
β-Lactoglobulin ist aufgrund seiner Struktur (17 % α-Helix- und 45 % β-Faltblatt-Strukturen
nach Coussons et al. (1992)) sehr druckempfindlich. Bestimmungen des Denaturierungsgra-
des von β-Lactoglobulin, d.h. den bei pH = 4,6 unlöslichen Anteil, mittels RP-HPLC zei-
gen, dass bei einer Behandlung mit 100 MPa noch keine Denaturierung des Proteins erfolgt
(Huppertz et al., 2004; Lopez-Fandino et al., 1996; Lopez-Fandino und Olano, 1998). Bei
400 MPa wird ein Denaturierungsgrad von 70 bis 80 % erreicht (Lopez-Fandino et al., 1996;
Scollard et al., 2000) und bei 600 MPa liegt das Protein nahezu vollständig im denaturierten
Zustand vor (Huppertz et al., 2004). Es zeigt sich weiterhin ein synergistischer Effekt von
Temperatur und angewandtem Druck (Garcia-Risco et al., 2000; Huppertz et al., 2004). So ist
bei 300 MPa und 50 bis 60 ◦C bzw. bei 400 MPa und 40 ◦C der gleiche Denaturierungseffekt
nachweisbar (Lopez-Fandino und Olano, 1998). Eine Senkung der Temperatur auf 4 ◦C hin-
gegen führt zu einem verminderten Anteil an denaturiertem β-Lactoglobulin (Gaucheron
et al., 1997). Die durch Hochdruck induzierte Denaturierung hängt ebenfalls vom pH-Wert
ab. Im Vergleich zum pH-Wert der Milch (pH = 6,7) führt eine pH-Senkung auf pH = 5,5
bis 6,0 zu einer Reduzierung und eine pH-Erhöhung auf pH = 7,0 zu einer Steigerung des
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Denaturierungsgrades. Als Ursache wird die erhöhte Reaktivität der freien SH-Gruppe mit
steigendem pH-Wert angegeben (Arias et al., 2000).
1H-NMR-Untersuchungen von Belloque und Smith (1998) zum Einfluss von Hochdruck auf
die Struktur von β-Lactoglobulin zeigen, dass schon bei relativ geringen Drücken von 100
bis 200 MPa eine Veränderung der Konformation erfolgt, wobei bei 300 bis 400 MPa die ge-
samte Struktur von β-Lactoglobulin eine sehr hohe konformative Flexibilität aufweist. Nach
der Druckbehandlung findet eine Rückfaltung des Proteins statt, wobei besonders die Kon-
formation des Kernbereiches des β-Lactoglobulinmoleküls identisch zur nativen Struktur ist.
Nach Belloque et al. (2000) weist die β-Lactoglobulinstruktur während der Druckbehand-
lung eine hohe Flexibilität auf, wobei aber der Kernbereich noch partiell strukturiert vorliegt.
Yang et al. (2001) bezeichnen dies als „molten globule state“. Der „molten globule state“ ist
definiert als eine Proteinstruktur, welche zwischen dem geordneten und dem vollständig auf-
gefalteten Zustand liegt (Kuwajima, 1989) und eine von der nativen Struktur verschiedene
Sekundärstruktur mit gering erhaltener Tertiärstruktur aufweist (Aouzelleg et al., 2004). CD-
Messungen zeigen eine druckinduzierte Umwandlung von nativen β-Faltblatt-Strukturen zu
nicht nativen α-Helix-Elementen (Aouzelleg et al., 2004; Yang et al., 2001) sowie eine Zu-
nahme der Random-coil-Strukturen (Ikeuchi et al., 2001). Die Tertiärstruktur des Proteins
ist nach einer Hochdruckbehandlung im Wesentlichen vollständig verschwunden (Aouzelleg
et al., 2004; Yang et al., 2001). Untersuchungen der extrinsischen Fluoreszenz (mit ANS
bzw. CPA1) deuten des Weiteren auf eine Erhöhung der aromatischen Hydrophobität und ei-
ne Reduzierung der aliphatischer Hydrophobität hin (Yang et al., 2001). Durch eine Druck-
behandlung erfolgt ebenfalls auch eine Freilegung der SH-Gruppe des Cys 121, wodurch
infolge eines Thiol-Disulfid-Austausches neue Disulfidbrücken ausgebildet werden, welche
zur Bildung von Dimeren und Trimeren von β-Lactoglobulin führen (Yang et al., 2001).
Belloque et al. (2000) vermuten, dass hauptsächlich die Disulfidbrücke Cys 66 - Cys 160 an
dem Thiol-Disulfid-Austausch beteiligt ist. Bei pH = 7 ist die Denaturierung durch die Aus-
bildung neuer Disulfidbrücken irreversibel, während bei pH = 2 die Denaturierung aufgrund
fehlender Aggregation der Proteine über Disulfidbrücken reversibel ist (Ikeuchi et al., 2001).
1ANS: 8-Anilino-1-naphthalinsulfonsäure; CPA: cis-Parinarsäure
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2.4.1.2 Mikrobielle Transglutaminase
Das Enzym mTG zeichnet sich durch eine hohe Druckstabilität aus, weshalb es zur Querver-
netzung von Proteinen unter Druck gut geeignet ist (Lauber et al., 2001b). Durch den Einsatz
von mTG in der Hochdrucktechnologie ist es möglich funktionelle Eigenschaften von Pro-
teinen, wie β-Lactoglobulin, zu verändern, die unter Atmosphärendruck nicht beeinflussbar
sind (Lauber et al., 2001a).
Menéndez et al. (2006) untersuchten das Inaktivierungsverhalten von mTG bei verschie-
denen Drücken und einer konstanten Temperatur von 40 ◦C. Sie stellten fest, dass die Inakti-
vierungsrate des Enzyms mit Erhöhung des Druckes ansteigt. So ist mTG bei 200 MPa sehr
stabil. Selbst nach 60 min Druckbehandlung weist das Enzym noch mehr als 50 % seiner
Aktivität auf. Bei einem Druck von 400 MPa ist eine 50 %ige Inaktivierung nach ca. 40 min
nachweisbar, während bei 600 MPa hierfür schon eine 15 minütige Inkubation ausreicht. Zu
ähnlichen Ergebnissen kamen auch Lee und Park (2002), welche einen Aktivitätsverlust von
40 % bei einer Druckbehandlung bei 37 ◦C für 60 min bei 600 MPa beobachteten. Lauber
et al. (2001b) zeigten, dass die Inaktivierungsgeschwindigkeit der mTG unter Druck zusätz-
lich stark von der Temperatur abhängt. Das Enzym weist bei einer Temperatur von 20 ◦C
eine wesentlich höhere Druckstabilität im Vergleich zu 40 ◦C auf. So sind bei 20 ◦C mehr
als 100 min nötig, um die Enzymaktivität bei einem Druck von 600 MPa um 50 % zu redu-
zieren.
Wie CD-Messungen beweisen, lässt sich die Druckstabilität der mTG durch die Lokali-
sierung des Aktivitätszentrums innerhalb des als inkompressibel geltenden β-Faltblatt-Berei-
ches des Enzyms (Kap. 2.1.2) erklären. Die beobachtete Inaktivierung durch eine Druckbe-
handlung beruht daher auf dem Abbau der α-Helices im Oberflächenbereich des Enzyms,
wodurch die Tertiärstruktur verändert wird, welche sich auf die Substratbindung auswirkt
(Menéndez et al., 2006).
2.4.2 Einfluss hoher Drücke auf Caseinmicellen
In Milch werden neben den Molkenproteinen auch die Caseinmicellen durch eine Hoch-
druckbehandlung in ihrer Struktur beeinflusst. Verschiedene Arbeiten wurden hierzu durch-
geführt, in welchen die Micellradien, die Trübung der Milch und die Verteilung von Calcium
bzw. Casein zwischen der kolloidalen Phase (Micelle) und der löslichen Phase (Serum) in
Abhängigkeit einer Druckbehandlung analysiert wurden. Diese Ergebnisse sind im Folgen-
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den zusammengefasst dargestellt.
Eine Druckbehandlung bis 200 MPa besitzt keinen ausgeprägten Effekt auf die Micellgröße
(Gaucheron et al., 1997; Huppertz et al., 2004; Needs et al., 2000). Eine deutliche Abnahme
der Micellgröße um 40 bis 50 % ist hingegen bei Drücken größer 250 MPa beobachtbar (Gau-
cheron et al., 1997; Huppertz et al., 2004; Needs et al., 2000). Mittels Transmissionselektro-
nenmikroskopie (TEM) und Raster-Kraft-Mikroskopie (AFM) konnte eine druckinduzierte
Zerstörung großer Micellen unter Bildung von kleineren Aggregaten nachgewiesen werden
(Needs et al., 2000; Regnault et al., 2004; Schrader et al., 1997). Der Einfluss von Hochdruck
auf die Micelle ist nach Untersuchungen von Gaucheron et al. (1997); Huppertz et al. (2004)
und Anema et al. (2005) temperaturabhängig. So ist bei 250 MPa und 20 ◦C kein Effekt auf
die Micellgröße beobachtbar, während bei 4 ◦C eine Abnahme und bei 40 ◦C eine Zunahme
erfolgt. Bei relativ hohen Drücken von mehr als 450 MPa ist jedoch keine deutliche Tem-
peraturabhängigkeit mehr nachweisbar (Gaucheron et al., 1997). Die Zunahme des Micellra-
dius bei 40 ◦C und 250 MPa ist auf eine druckinduzierte Denaturierung der Molkenproteine
zurückzuführen. Dieser Denaturierungsprozess ist mit dem Zerfall von Caseinmicellen über-
lagert, wodurch es infolge von Wechselwirkungen zwischen denaturiertem Molkenprotein
und Caseinmicellfragmenten zur Bildung von großen Aggregaten kommt (Gaucheron et al.,
1997; Schrader et al., 1997). Nach Anema et al. (2005) sind hingegen an dem Aggregations-
prozess keine Molkenproteine beteiligt, da eine molkenproteinfreie Magermilch ebenfalls
eine Zunahme im Micellradius aufweist. Ebenfalls zeigt die Größenänderung infolge einer
Druckbehandlung eine Zeitabhängigkeit. So sinkt beispielsweise der Radius bei 40 ◦C von
ca. 220 nm auf ca. 180 nm nach 5 min bei 200 MPa und steigt nach einer 60 minütigen
Inkubation auf über 325 nm an. Diese beobachtete Zunahme im Druckbereich von 200 bis
300 MPa basiert auf der Stärkung der hydrophoben Bindungen gegenüber der hydrophoben
Solvatation bei verlängerter Druckhaltezeit, wodurch es zu einer Reassoziation der dissozi-
ierten Caseinpartikel kommt (Huppertz et al., 2006). Bei Drücken größer 300 MPa ist diese
Micellgrößenzunahme nicht mehr zu beobachten, da die partiell dissoziierten Nanocluster
als Kerne für die Reassoziation aufgrund der gesteigerten oder vollständigen Auflösung von
CCP nicht mehr vorhanden sind (Huppertz et al., 2006).
Bei der Messung der Trübung von Magermilch konnte bei 100 MPa kein Effekt des Druckes
festgestellt werden. 200 MPa und 300 MPa führen zu einer Abnahme der Trübung, welche
mit einer Erhöhung der Druckbehandlung auf 400 MPa und 500 MPa stärker ausgeprägt ist
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(Needs et al., 2000; Regnault et al., 2004). Eine Abnahme der Trübung kann auf eine Redu-
zierung der Micellgröße hindeuten (Altuner et al., 2006).
Die Abnahme der Trübung bzw. des Micellradius basiert auf der Löslichkeit von CCP (Gau-
cheron et al., 1997; Needs et al., 2000; Schrader et al., 1997) und auf einer Verminderung von
hydrophoben Wechselwirkungen (Huppertz et al., 2004). Durch Druck wird das Mineralsalz-
gleichgewicht zwischen CCP und löslichem Calcium auf die Seite des löslichen Calciums
verschoben. Schrader et al. (1997) konnten eine um 5 % erhöhte Calciumkonzentration im
Milchserum von pasteurisierter Magermilch nachweisen (400 MPa, 5 min). Verbunden mit
der teilweisen Auflösung von „innerem“ CCP erfolgt ein Zerfall von Caseinmicellen (Schra-
der und Buchheim, 1998). Es findet ein Transfer von Casein aus der kolloidalen Phase in
die lösliche Phase in der Reihenfolge β-Casein > κ-Casein > αS1-Casein >αS2-Casein statt
(Lopez-Fandino et al., 1998). Huppertz et al. (2004) zeigten ebenfalls eine erhöhte Löslich-
keit von αS1- und β-Casein in der Serumphase.
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3.1 Chemikalien, Materialien und Geräte
3.1.1 Chemikalien
Verwendete Chemikalien unter Angabe von Reinheitsgrad und Hersteller soweit im Text
nicht anders vermerkt:
Acetonitril Chromasolv, HPLC gradient grade, Riedel-de Haën AG, Seelze
Acrylamid, 2x research grade, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Ammoniumacetat, zur Analyse, Merck KGaA, Darmstadt
Ammoniumperoxoidsulfat, p.a., Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Borsäure, reinst, VEB Jenapharm Laborchemie, Apolda
Bromthymolblau, Merck KGaA, Darmstadt
Calciumchlorid-Dihydrat, für analytische Zwecke, Grüssing GmbH Analytika, Filsum
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonium]-1-propansulfonat (CHAPS), >98 %, Biomol
GmbH, Hamburg
α-Chymotrypsin aus der Bauchspeicheldrüse vom Rind, TLCK-behandelt≥ 90 U/mg, Fluka
Chemie AG, Buchs, Schweiz
Coomassie Brillant Blau G 250, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat, p.A., Merck KGaA, Darmstadt
1,4-Dithiothreitol (DTT), ≥ 99 %, Biomol GmbH, Hamburg
Eisen(III)-chlorid-Hexahydrat, p.a., Merck KGaA, Darmstadt
Essigsäure, zur Analyse, VWR International GmbH (BDH Prolabo), Darmstadt
Ethanol, rein 96 % vergällt, Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), zur Analyse, Serva Electrophoresis GmbH, Heidel-
berg
Glucono-δ-lacton (GDL), ≥ 99 %, Merck KGaA (Calbiochem), Darmstadt
Glutathion (reduziert), für biochemische Zwecke, Merck KGaA, Darmstadt
Glycerol, 87 %, Ferak Berlin GmbH, Berlin
Harnstoff p.A., Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
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Hydroxylammoniumchlorid, zur Analyse, Merck KGaA, Darmstadt
Iodacetamid, research grade, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Kaliumcarbonat, ≥ 99,0 %, Sigma, Steinheim
Kaliumchlorid, für analytische Zwecke, Grüssing GmbH Analytika, Filsum
Kaliumdihydrogenphosphat, für analytische Zwecke, Grüssing GmbH Analytika, Filsum
Kaliumsulfat, zur Analyse, Merck KGaA, Darmstadt
L-Glutaminsäure-γ-hydroxamat, Sigma, Steinheim
Magnesiumchlorid-Hexahydrat, für analytische Zwecke, Grüssing GmbH Analytika, Filsum
Methanol, zur Analyse, Riedel-de Haën AG, Seelze
Methylenbisacrylamid, 2x analytical grade, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Methylenblau (C.I. 52015), Merck KGaA, Darmstadt
Methylrot (C.I. 13020), Merck KGaA, Darmstadt
Natriumcaseinat, p.A., Rovita GmbH, Engelsberg/Wiesmühl
Natriumchlorid, zur Analyse, VWR International GmbH (BDH Prolabo), Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS), research grade, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Natriumhydroxid (Plätzchen), zur Analyse, VWR International GmbH (BDH Prolabo), Darm-
stadt
Natronlauge 32 %, reinst, Grüssing GmbH Analytika, Filsum
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED), for electrophoresis, Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg
N-Tris(hydroxymethyl)methylglycine (Tricin), analytical grade, Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg
Orange G (C.I. 16230), Merck KGaA, Darmstadt
Pepsin aus der Magenschleimhaut vom Schwein, 10 FIP-U/mg, Merck KGaA, Darmstadt
Protein-Testmixture 4, for electrophoresis, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Protein-Testmixture 5, for electrophoresis, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Salzsäure 37 %, zur Analyse, VWR International GmbH (BDH Prolabo), Darmstadt
Schwefelsäure 98 %, zur Stickstoffbestimmung, Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Selenreaktionsgemisch nach Wieninger, zur Analyse, Merck KGaA, Darmstadt
Transglutaminase Activa MP, 78-126 U/g, Ajinomoto Europe Sales GmbH, Hamburg
Trichloressigsäure, zur Analyse, Merck KGaA, Darmstadt
Trifluoressigsäure, extra pure, Acros Organics, Geel (Belgien)
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Triglycin, > 99 %, Sigma, Steinheim
Trikaliumcitrat-Monohydrat, rein, Riedel-de Haën AG, Seelze
Trinatriumcitrat-Dihydrat, zur Analyse, Merck KGaA, Darmstadt
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS), analytical grade, Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg
Trypsin aus der Bauchspeicheldrüse vom Rind, ≥ 10,000 BAEE U/mg, Sigma, Steinheim
Z-Glutamyl-Glycin, > 99 %, Bachem Holding AG, Bubendorf BL, Schweiz
Alle zu chromatographischen Bestimmungen eingesetzten Fließmittel wurden mit Reinst-
wasser hergestellt, membranfiltriert und 15 min im Ultraschallbad entgast.
3.2 Materialien und Geräte
Liste der verwendeten Materialien und Geräte sofern nicht an entsprechender Stelle detail-
liert beschrieben:
Analysenwaage BP 121S und BP 3100S, Sartorius, Göttingen
Dialyseschlauch Cellulosemembran, Ausschlußgröße 12kDa, Sigma, Steinheim
DLS ALV Laservertriebsgesellschaft, Langen
bestehend aus: Spektrometer AVL DLS/SLS-5000, Digitalem
Zeitkorrelator ALV-5000/EPP und Laser-Goniometersystem
ALV/CGS-8F S/N 025 mit He-Ne-Laser Uniphase 1145P,
22 mW, 632,8 nm (JDSU, Deutschland, Eningen)
Einmalspritzen 2 und 5 ml, B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Elektrophorese
Gradientenmischer SG 50, Hoefer Inc., Holliston MA, USA
Elektrophoresekammer SE 600, Hoefer Inc., Holliston MA, USA
Stromversorgung 1000/500 Power Supply, Bio-Rad Laboratories GmbH, München
Auswertung TotalLab TL120 v2006, Nonlinear Dynamics, Newcastle upon
Tyne, England
Gefriertrocknungsanlage ALPHA 1-2 und BETA 1-8K, Martin Christ Gefriertrocknungs-
anlagen GmbH, Osterode am Harz
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GPC-Anlagen
für Proteine Knauer WellChrom HPLC-System, Knauer, Berlin
bestehend aus: Pumpe K-1001 und UV-Detektor K-2501
Rechnergestützte Datenaufnahme mittels ECW 2000 Integration
Package Version 1.2, Knauer, Berlin
für Micellen Knauer Smartline HPLC-System, Knauer, Berlin
bestehend aus: Pumpe S 1000 und UV-Detektor S 2500
Rechnergestützte Datenaufnahme mittels ECW 2000 Integration
Package Version 1.2, Knauer, Berlin
Hochdruckanlage High Pressure laboratory Unit, Dieckers GmbH & Co.KG,
Willich-Neersen, Germany
HPLC-Anlage Agilent 1100 series, Agilent Technologies, Böblingen,
bestehend aus: Autosampler G1329A, binärer Hochdruck-
pumpe G1312A, Degasser G1379A, Säulenofen G1316A und
UV-Detektor G1315B
Rechnergestützte Datenaufnahme mittels ChemStation for
LC 3D, Agilent Technologies, Böblingen
Kjeldahl-Anlage
Aufschlußeinheit Digestion Unit K-435 und Scrubber B-414, Büchi Labortechnik,
Flawil, Schweiz
Destillationseinheit Destillation Unit B-324, Büchi Labortechnik, Flawil, Schweiz
Titrationseinheit Dosimat 775 und Stirrer 728, Metrohm AG, Herisau, Schweiz
Kolbenhubpipetten Eppendorf Reference und Research, unterschiedliche Volumina,
Eppendorf-Nethler-Hinz, Hamburg
Küvetten PLASTIBRAND R© Makro-Küvetten (2,5 ml) und Halbmikro-
Küvetten (1,5 ml), PMMA, Brand GmbH & CO. KG, Wertheim
Küvetten für DLS Probenröhrchen (16 x 100 mm), PS, mit Griffstopfen PE-LD,
Brand GmbH & CO. KG, Wertheim
Massenspektrometer Mariner Biospectrometry Workstation, ESI-TOF-MS
(electrospray ionization - time of flight - mass spectrometry),
PerSeptive Biosystems, Framingham, USA
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Membranfilter RC-L-55, regenerierte Cellulose, Durchmesser 47 mm, Porengröße
0,45 µm und ST 69, Celluloseacetat, Durchmesser 50 mm, Poren-
größe 1,2 µm, Schleicher und Schuell, Dassel
pH-Meßgerät inoLab level 2, WTW Wissenschaftlich-Technische Werkstätten
GmbH, Weilheim
Photometer Ultrospec 1000, Pharmacia Biotech, Freiburg
Reagenzglasschüttler Vortex-Genie 2, Scientific Industries Inc., New York, USA
Reaktionsgefäße Safe-lock 1,5 ml und 2,0 ml, Eppendorf AG, Hamburg
Cryo-Tubes (12,5 x 70 mm), Innengewinde, Thermo Fisher
Scientific (Nunc), Roskilde, Dänemark
Zentrifugen-Tubes 50 ml, VWR International, Darmstadt
Rollrandschnappdeckelgläser 10 ml, VWR International, Darmstadt
Rühr- und Heizwerk RH basic, IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen
Temperierbad Badthermostat C10-W15/B, Gebrüder Haake, Karlsruhe
Schüttelwasserbad GFL 1083, GFL Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel
Spritzenvorsatzfilter SPARTAN 13/0,45 RC und 13/0,2 RC, regenerierte Cellulose,
Durchmesser 13 mm, Porengröße 0,45 µm und 0,2 µm, Schleicher
und Schuell, Dassel
Trockenschrank Modell 200, Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
Inkubationsschrank ICP 400, Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
Ultraschallbad Sonorex Super RK 52 H, Bandelin electronic GmbH & Co. KG,
Berlin
Zentrifuge Centrifuge 5804R, Eppendorf AG, Hamburg
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3.3 Untersuchungsmaterialien
Für eine Untersuchung der enzymatischen Quervernetzungsreaktion kamen im Rahmen der
Arbeit die in Tab. 3.1 aufgeführten Untersuchungsmaterialien zum Einsatz. Das β-Casein-
präparat wurde am Institut für Lebensmittelchemie der TU Dresden von Frau Dr. Koch iso-
liert. Das β-Lactoglobulinpräparat wurde vom Institut für Lebensmittelverfahrenstechnik der
TU München zur Verfügung gestellt. Bei der UHT- und pasteurisierten Milch handelt es sich
um kommerziell erhältliche Milchprodukte. Die Isolierung der Caseinmicellen aus pasteuri-
sierter Milch (Milsani, 1,5 % Fett) sowie die Herstellung der Micelllösung sind in Kap. 3.3.1
erläutert.
Tab. 3.1: Verwendete Untersuchungsmaterialien
Probe Firma Proteingehalt [%] Untersuchungsmethoden
β-Lactoglobulin — 83,5 [1] Reaktionsorte
β-Casein — 91,5 [1] Reaktionsorte
UHT-Magermilch Erlenhof 3,4 [2] Stabilitätsmessung
(≤0,3 % Fett) (EDTA, Ethanol, GDL, Hochdruck)
REWE 3,4 [2] Stabilitätsmessung
(≤0,3 % Fett) (EDTA, Ethanol)
pasteurisierte Milch Milsani 3,5 [2] Micellisolierung
(1,5 % Fett)
Micelllösung — 2,8 [3] Reaktionsorte
Stabilitätsmessung
(enzymatische Proteolyse)
[1] Proteinbestimmung nach Kjeldahl (Kap. 3.3.2)
[2] Proteingehalt laut Herstellerangabe
[3] Proteinbestimmung mittels UV-Absorption (Kap. 3.3.3)
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3.3.1 Herstellung der Micelllösung
Chemikalien und Lösungen
• Synthetisches Milchultrafiltrat (SMUF): pH = 6,8, nach Jenness und Koops (1962)
Lösung A: 15,8 g Kaliumdihydrogenphosphat; 12,0 g Trikaliumcitrat-Monohydrat;
17,9 g Trinatriumcitrat-Dihydrat; 1,8 g Kaliumsulfat und 6,0 g Kalium-
chlorid mit einem Endvolumen von 200 ml in Reinstwasser lösen.
Lösung B: 13,2 g Calciumchlorid-Dihydrat und 6,5 g Magnesiumchlorid-Hexa-
hydrat mit einem Endvolumen von 200 ml in Reinstwasser lösen.
Zur Herstellung der SMUF-Lösung 20 ml Lösung A in 800 ml Reinstwasser vorlegen
und 20 ml Lösung B sowie 0,3 g Kaliumcarbonat zugeben. Den pH-Wert mit 0,1 N
Kaliumhydroxid-Lösung auf pH = 6,8 einstellen und die Lösung mit Reinstwasser auf
1 L im Maßkolben auffüllen.
Micellisolierung
Je 25 ml der pasteurisierten Milch werden in 50 ml Zentrifugen-Tubes gegeben und 60 min
bei 20 ◦C und 11000 U/min zentrifugiert. Der Überstand wird abdekandiert. Das Präzipitat,
welches die Micellen enthält, wird zweimal mit jeweils 25 ml SMUF gewaschen, wobei hier
30 min unter den obigen Bedingungen zentrifugiert wird. Das „gereinigte“ Präzipitat wird
mit einem Spatel zerkleinert, in einen Maßkolben überführt und unter Rühren in SMUF-
Lösung suspendiert. Das aus insgesamt 150 ml pasteurisierter Milch gewonnene Micellprä-
zipitat wird hierzu in 50 ml SMUF im Maßkolben gelöst. Der Proteingehalt der erhaltenen
Micelllösung wird anhand der UV-Absorption bei λ = 280 nm ermittelt (Kap. 3.3.3).
3.3.2 Proteinbestimmung nach Kjeldahl
Die Bestimmung des Proteingehaltes erfolgt in Anlehnung an die Methode L 02.09-5 „Un-
tersuchung von Lebensmitteln - Bestimmung des Proteingehalts von Caseinen und Case-
inaten (Referenzverfahren)“ der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach
§ 64 LFBG und den Empfehlungen der Firma Büchi Labortechnik, Flawil, Schweiz. Für die
Berechnung des Proteingehaltes wird für Milchprodukte ein Faktor von 6,38 herangezogen.
Zum Aufschluss werden hierzu ca. 70 mg des β-Lactoglobulin- bzw. β-Caseinpulvers in
einen Aufschlusskolben eingewogen, mit einer Spatelspitze Katalysatorgemisch nach Wie-
ninger und 10 ml konzentrierter Schwefelsäure versetzt und in einer Aufschlusseinheit so-
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lange erhitzt bis die Ansätze klar und farblos sind. Die abgekühlten aufgeschlossenen Pro-
belösungen werden einer Wasserdampfdestillation nach folgenden Parametern unterzogen.
Wasser: 30 ml
Natronlauge (32 %ig, m/v): 50 ml
Borsäure (2 %ig, m/v)): 50 ml
Delay: 3 s
Destillationsdauer: 4 min
Dampf: 100 %
Das Destillat wird anschließend mit 0,1 N Schwefelsäure gegen Tashiro-Indikator zum Farb-
umschlag von grün nach violett titriert. Für den Blindwert wird analog verfahren, jedoch
ohne Probeneinwaage.
3.3.3 Proteinbestimmung anhand UV-Absorption
Chemikalien und Lösungen
• Harnstofflösung 6 M
36,036 g Harnstoff mit einem Endvolumen von 100 ml in entionisiertem Wasser lösen.
• Natriumcaseinatlösung 1 %ig (m/v)
1,129 g Natriumcaseinat (Proteingehalt 88,6 %) mit einem Endvolumen von 100 ml in
6 M Harnstofflösung lösen.
Kalibrierung
Die 1 %ige Natriumcaseinatlösung wird mit 6 M Harnstofflösung entsprechend Tab. 3.2 ver-
dünnt und die UV-Absorption bei einer Wellenlänge von λ = 280 nm ermittelt. Zwischen der
Caseinkonzentration und der zugehörigen UV-Absorption besteht ein linearer Zusammen-
hang (Abb. 3.1).
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Tab. 3.2: Kalibrierung zur Proteinbestimmung mittels UV-Absorption bei λ = 280 nm
Natriumcaseinatlösung Harnstofflösung Natriumcaseinat UV-Absorption
[ml] [ml] [mg/ml] λ = 280 nm
0,1 1,0 0,909 0,822
0,1 1,2 0,769 0,664
0,1 1,4 0,666 0,576
0,1 1,6 0,588 0,516
0,1 1,8 0,526 0,456
0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
0,45
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0,55
0,60
0,65
0,70
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y = 0,9380 * x - 0,0416
R2 = 0,9972
Abb. 3.1: Kalibriergerade: Abhängigkeit der UV-Absorption bei λ = 280 nm von der Konzentration
an Natriumcaseinat
Bestimmung und Berechnung des Caseingehaltes der Micelllösung
Die Micelllösung wird mit 6 M Harnstofflösung verdünnt und die UV-Absorption bei einer
Wellenlänge von λ = 280 nm gemessen. Anhand der Kalibriergeraden (Abb. 3.1) wird der
Caseingehalt der Micelllösung nach der Gleichung 3.1 berechnet.
C: Caseingehalt [mg/ml]
C = A + 0,04160,9380 × V A: UV-Absorption der Micelllösung λ = 280 nm
V: Verdünnung der Micelllösung
(3.1)
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3.4 Aktivitätsbestimmung der mikrobiellen Transglutaminase
Die Bestimmung der Aktivität der mikrobiellen Transglutaminase erfolgt nach Menéndez
(2006).
Chemikalien und Lösungen
• Tris-Acetat-Puffer 0,2 M, pH = 6,0
1,21 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan in ca. 40 ml Reinstwasser lösen, den pH-
Wert mit 5 %iger Essigsäure auf pH = 6,0 einstellen und im Maßkolben mit Reinst-
wasser auf 50 ml auffüllen.
• Tris-Lösung 0,2 M
1,21 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan mit einem Endvolumen von 50 ml in Reinst-
wasser lösen.
• Salzsäure 0,1 N
0,833 ml konz. Salzsäure im Maßkolben mit Reinstwasser auf 100 ml verdünnen.
• Salzsäure 12 %ig (v/v)
32,43 ml konz. Salzsäure im Maßkolben mit Reinstwasser auf 100 ml verdünnen.
• Trichloressigsäure 12 %ig (m/v)
12 g Trichloressigsäure mit einem Endvolumen von 100 ml in Reinstwasser lösen.
• Eisen-(III)-chlorid-Lösung 5 %ig (m/v)
8,33 g Eisen-(III)-chlorid-Hexahydrat mit einem Endvolumen von 100 ml in 0,1 N
Salzsäure lösen.
• Substratlösung: 0,1 M Hydroxylamin; 10 mM Glutathion (reduziert); 30 mM Z-Gluta-
myl-Glycin
69,5 mg Hydroxylammoniumchlorid in 5 ml 0,2 M Tris-Acetat-Puffer lösen und den
pH-Wert mit 0,2 M Tris-Lösung auf pH = 6,0 einstellen. Danach die Lösung mit
101,1 mg Z-Glutamyl-Glycin und 30,7 mg Glutathion versetzten, den pH-Wert auf
pH = 6,0 mit 0,2 M Tris-Lösung nachkorrigieren und im Maßkolben mit 0,2 M Tris-
Acetat-Puffer auf 10 ml auffüllen.
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• Stoppreagenz
12 %ige Salzsäure, 12 %ige Trichloressigsäure und 5 %ige Eisen-(III)-chloridlösung
im Verhältnis 1:1:1 (v/v/v) mischen.
• Stammlösung zur Kalibrierung: 2,5 mM L-Glutaminsäure-γ-hydroxamat
2,8 mg L-Glutaminsäure-γ-hydroxamat in 7 ml 0,2 M Tris-Acetat-Puffer lösen und
entsprechend Tab. 3.3 verdünnen.
• Enzymlösung ca. 40 U mTG/100 ml
Ca. 50 mg mTG in 10 ml 0,2 M Tris-Acetat-Puffer lösen.
Kalibrierung
Die Stammlösung zur Kalibrierung wird entsprechend Tab. 3.3 mit 0,2 M Tris-Acetat-Puffer
verdünnt. 1,0 ml der verdünnten Lösungen werden mit 1,0 ml Stoppreagenz versetzt und die
UV-Absorption bei λ = 525 nm gemessen.
Tab. 3.3: Kalibrierung zur Aktivitätsbestimmung der mTG
Stammlösung Tris-Acetat-Puffer L-Glu-γ-hydroxamat UV-Absorption
[ml] [ml] [µmol/ml] λ = 525 nm
1,0 0,0 2,5 0,752
0,8 0,2 2,0 0,613
0,6 0,4 1,5 0,471
0,4 0,6 1,0 0,335
0,2 0,8 0,5 0,189
0,0 1,0 0,0 0,057
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Abb. 3.2: Kalibriergerade: Abhängigkeit der UV-Absorption bei λ = 525 nm von der Konzentration
an L-Glutaminsäure-γ-hydroxamat
Aktivitätsbestimmung
0,5 ml der Enzymlösung werden mit 1,0 ml der auf 37 ◦C vortemperierten Substratlösung
versetzt und 10 min bei 37 ◦C im Wasserbad inkubiert. Zum Abbruch der Reaktion wer-
den 1,5 ml Stoppreagenz zugesetzt. Nach dem Abkühlen auf Raumtemperatur wird die UV-
Absorption der Lösung bei λ = 525 nm ermittelt.
Berechnung der Aktivität
Anhand der Kalibriergerade (Abb. 3.2) lässt sich die durch mTG während der Inkubation ge-
bildete Menge an L-Glutaminsäure-γ-hydroxamat berechnen. Die Entstehung von 1,0 µmol
L-Glutaminsäure-γ-hydroxamat pro Minute aus Z-Glutamyl-Glycin und Hydroxylamin bei
pH = 6,0 und 37 ◦C wird hierbei als ein Unit definiert (Rodriguez-Nogales, 2006). Die
Enzymaktivität wird wie folgt berechnet (Gleichung 3.2 und 3.3):
C = E - 0,05420,2790 C: L-Glutaminsäure-γ-hydroxamat [µmol/ml]
E: Extinktion bei λ = 525 nm
(3.2)
48
3 Experimenteller Teil
A: Aktivität [U/g Präparat]
A = C × Vm × t v: Testvolumen 1,5 ml
m: Einwage an mTG-Präparat [g/0,5 ml Puffer]
t: Inkubationszeit 10 min
(3.3)
3.5 Bestimmung reaktiver Glutaminreste
Chemikalien und Lösungen
• Tris-Salzsäure-Puffer 50 mM, pH = 7,5
0,61 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan in ca. 80 ml Reinstwasser lösen, den pH-
Wert mit 0,3 N Salzsäure auf pH = 7,5 einstellen und im Maßkolben mit Reinstwasser
auf 100 ml auffüllen.
• SMUF pH = 6,8
Herstellung siehe Kap. 3.3.1.
• β-Lactoglobulinlösung 0,4 %ig (m/v)
0,1198 g β-Lactoglobulin mit einem Endvolumen von 25 ml im Tris-Salzsäure-Puffer
lösen.
• β-Caseinlösung 0,4 %ig (m/v)
0,1093 g β-Casein mit einem Endvolumen von 25 ml im Tris-Salzsäure-Puffer lösen.
• Micelllösung Proteingehalt ca. 2,8 %
Herstellung siehe Kap. 3.3.1.
• mTG-Lösung 0,1 U mTG/ml Tris-Salzsäure-Puffer
Die der Aktivität nach Kap. 3.4 entsprechende Menge an mTG-Präparat in 10 ml Tris-
Salzsäure-Puffer lösen. Verwendung zur Bestimmung der mTG-reaktiven Gln-Reste
von β-Casein und β-Lactoglobulin.
• mTG-Lösung 4,5; 5,6; 6,7 und 7,8 U mTG/ml SMUF
Die der Aktivität nach Kap. 3.4 entsprechende Menge an mTG-Präparat in 10 ml
SMUF lösen. Verwendung zur Bestimmung der mTG-reaktiven Gln-Reste von β-Ca-
sein innerhalb der Caseinmicellen.
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• Labelreagenz Triglycin 0,18 M
0,348 g Triglycin in 10 ml Tris-Salzsäure-Puffer lösen. Verwendung zur Bestimmung
der mTG-reaktiven Gln-Reste von β-Casein.
• Labelreagenz Triglycin 0,10 M
0,187 g Triglycin in 10 ml Tris-Salzsäure-Puffer lösen. Verwendung zur Bestimmung
der mTG-reaktiven Gln-Reste von β-Lactoglobulin.
• Labelreagenz Triglycin 1,14 M
0,216 g Triglycin in 1 ml SMUF lösen. Verwendung zur Bestimmung der mTG-reak-
tiven Gln-Reste von β-Casein innerhalb der Caseinmicellen.
3.5.1 Quervernetzung in Abhängigkeit der Enzymaktivität
Quervernetzungsexperimente mit β-Casein
Jeweils 0,5 ml der 0,4 %igen β-Caseinlösungen werden mit unterschiedlichen Mengen an
mTG-Lösung (0,1 U mTG/ml) versetzt und das Inkubationsvolumen mit Tris-Salzsäure-
Puffer auf 2 ml ergänzt (Tab. 3.4). Die Proben werden anschließend 1 h bei 40 ◦C im Sandbad
im Trockenschrank inkubiert. Nach Abbruch der Reaktion durch Erhitzen der Inkubations-
ansätze auf 85 ◦C für 5 min im Wasserbad werden die Proben filtriert (0,45 µm) und direkt
zur Bestimmung der Quervernetzung mittels GPC eingesetzt (Kap. 3.12).
Quervernetzungsexperimente mit micellarem Casein
Jeweils 0,6 ml der Micelllösungen mit einem Proteingehalt von 2,8 % werden mit 0,4 ml
SMUF und 0,03 ml der mTG-Lösung (4,5; 5,6; 6,7 bzw. 7,8 U mTG/ml) entsprechend
Tab. 3.5 versetzt. Die Reaktionsmischungen werden anschließend bei 40 oC für 1 h im Sand-
bad im Trockenschrank inkubiert. Zum Abbruch der Reaktion werden die Lösungen bei
85 ◦C für 5 min im Wasserbad erhitzt. Die Proben können nach Filtration (0,45 µm) direkt
zur Untersuchungen mittels GPC (Kap. 3.12) eingesetzt werden.
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Tab. 3.4: Pipettierschema zur Herstellung der Enzym-Substrat-Ansätze zur Bestimmung der Quer-
vernetzung von β-Casein in Abhängigkeit der mTG-Aktivität (Tris-Salzsäure-Puffer)
mTG-Aktivität β-Caseinlösung Tris-Salzsäure-Puffer mTG-Lösung
[U/g β-CN] [ml] [ml] [ml]
0 0,50 1,50 0,00
1 0,50 1,48 0,02
2 0,50 1,46 0,04
3 0,50 1,44 0,06
4 0,50 1,42 0,08
5 0,50 1,40 0,10
Tab. 3.5: Pipettierschema zur Herstellung der Enzym-Substrat-Ansätze zur Bestimmung der Quer-
vernetzung von micellar assoziiertem Casein in Abhängigkeit der mTG-Aktivität (SMUF)
mTG-Aktivität Micelllösung SMUF mTG-Lösung
[U/g CN] [ml] [ml] [ml]
0 0,60 0,43 0,00
8 0,60 0,40 0,03 (4,5 U/ml)
10 0,60 0,40 0,03 (5,6 U/ml)
12 0,60 0,40 0,03 (6,7 U/ml)
14 0,60 0,40 0,03 (7,8 U/ml)
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3.5.2 Quervernetzung in Abhängigkeit der Zugabe an Triglycin
Quervernetzungsexperimente mit β-Casein
Jeweils 1,0 ml der 0,4 %igen β-Caseinlösungen werden mit 0,14 ml mTG-Lösung (0,1 U
mTG/ml) und verschiedenen Volumina der 0,18 M Triglycinlösung versetzt (Tab. 3.6). Die
Inkubationsansätze werden mit Tris-Salzsäure-Puffer auf ein Gesamtvolumen von 4 ml er-
gänzt und für 1 h bei 40 ◦C im Sandbad im Trockenschrank erhitzt. Die Reaktion wird durch
ein Erhitzen der Proben auf 85 ◦C für 5 min im Wasserbad gestoppt. Zur Entfernung des
Überschusses an Labelreagenz werden die inkubierten Proben anschließend gegen entioni-
siertes Wasser dialysiert (Kap. 3.10) und gefriergetrocknet. Der Quervernetzungsgrad der
Proben wird mittels GPC bestimmt (Kap. 3.12).
Der in Tab. 3.6 angegebene Überschuss an Triglycin beschreibt den molaren Überschuss des
Labels in Bezug auf die im β-Casein vorhandene Anzahl an Gln-Resten im Inkubationsan-
satz.
Quervernetzungsexperimente mit micellarem Casein
Jeweils 0,6 ml der Micelllösungen werden mit 0,03 ml mTG-Lösung (7,8 U/ml) und ver-
schiedenen Volumina der 1,14 M Triglycinlösung versetzt (Tab. 3.7). Die Inkubationsansätze
werden mit SMUF auf 1,03 ml ergänzt und für 1 h bei 40 ◦C im Sandbad im Trockenschrank
erhitzt. Die Reaktion wird durch ein Erhitzen der Proben auf 85 ◦C für 5 min im Wasserbad
gestoppt. Zur Entfernung des Überschusses an Labelreagenz werden die inkubierten Micell-
lösungen gegen entionisiertes Wasser dialysiert (Kap. 3.10) und gefriergetrocknet. Anschlie-
ßend wird der Quervernetzungsgrad mittels GPC bestimmt (Kap. 3.12).
Der in Tab. 3.7 angegebene Überschuss an Triglycin bezieht sich hierbei auf den molaren
Überschuss des Labels in Bezug auf die in der Micelllösung vorhandene Anzahl an Gln-
Resten des β-Caseins im Inkubationsansatz.
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Tab. 3.6: Pipettierschema zur Herstellung der Enzym-Substrat-Ansätze zur Bestimmung der Quer-
vernetzung von β-Casein in Abhängigkeit der Triglycin-Konzentration (Tris-Salzsäure-
Puffer)
Überschuss an β-Casein- Tris-Salzsäure- mTG- Triglycin-
Triglycin lösung Puffer Lösung lösung
[x-fach] [ml] [ml] [ml] [ml]
0 1,00 3,00 0,14 0,00
5 1,00 2,76 0,14 0,10
50 1,00 1,86 0,14 1,00
100 1,00 0,86 0,14 2,00
Tab. 3.7: Pipettierschema zur Herstellung der Enzym-Substrat-Ansätze zur Bestimmung der
Quervernetzung von micellar assoziiertem β-Casein in Abhängigkeit der Triglycin-
Konzentration (SMUF)
Überschuss an Micell- SMUF mTG- Triglycin-
Triglycin lösung Lösung lösung
[x-fach] [ml] [ml] [ml] [ml]
0 0,60 0,40 0,03 0,00
25 0,60 0,30 0,03 0,10
50 0,60 0,20 0,03 0,20
75 0,60 0,10 0,03 0,30
100 0,60 0,00 0,03 0,40
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3.5.3 Markierung reaktiver Glutaminreste im Protein
Markierungsexperimente mit β-Casein bzw. β-Lactoglobulin
Jeweils 2,0 ml der 0,4 %igen β-Caseinlösungen bzw. 0,4 %igen β-Lactoglobulinlösungen
werden mit mTG-Lösung (0,1 U mTG/ml) und 2,0 ml der 0,18 M bzw. 0,10 M Triglycinlö-
sung entsprechend Tab. 3.8 versetzt. Das Inkubationsvolumen wird mit Tris-Salzsäure-Puffer
auf 8,0 ml ergänzt. Die Inkubationslösungen werden in 7 ml-Kryoröhrchen überführt, wel-
che luftblasenfrei verschlossen werden. Die enzymatische Reaktion wird bei 40 ◦C für 1 h
unter Normaldruck sowie Hochdruck (400 MPa) durchgeführt. Die Normaldruckinkubation
erfolgt hierbei in einem temperierten Sandbad im Trockenschrank. Für die Druckbehandlung
werden die Probenröhrchen in den auf 40 ◦C vortemperierten Autoklav der Hochdruckanla-
ge gegeben und der Druck mit einer Rate von 300 MPa/min aufgebaut. Als Druckübertra-
gungsmedium wird ein Gemisch aus Wasser und Ethylenglycol eingesetzt. Nach Ablauf der
Inkubationszeit erfolgt die Dekompression der Proben in einer Zeit von weniger als 15 s. Die
normaldruck- sowie hochdruckbehandelten Proben werden zum Abbruch der enzymatischen
Reaktion bei 85 ◦C für 5 min im Wasserbad erhitzt. Nach einer Dialyse gegen entionisiertes
Wasser (Kap. 3.10) mit anschließender Gefriertrocknung können die modifizierten Proteine
zum tryptischen Verdau (Kap. 3.7) und anschließender Ermittlung der Reaktionsorte mittels
RP-HPLC-MS (Kap. 3.15) eingesetzt werden.
Tab. 3.8: Pipettierschema zur Herstellung der Enzym-Substrat-Ansätze zur Bestimmung der mTG-
reaktiven Gln-Reste von β-Casein und β-Lactoglobulin (Tris-Salzsäure-Puffer)
Probenbezeichnung Protein- Tris-Salzsäure- mTG- Triglycin-
lösung Puffer Lösung lösung
[ml] [ml]] [ml] [ml]
Blindwert 2,000 4,000 0,000 2,000
ND 3,5 U mTG/g Protein 2,000 3,712 0,288 2,000
HD 3,5 U mTG/g Protein 2,000 3,712 0,288 2,000
ND 12,5 U mTG/g Protein 2,000 3,000 1,000 2,000
HD 12,5 U mTG/g Protein 2,000 3,000 1,000 2,000
ND: Normaldruck 0,1 MPa
HD: Hochdruck 400 MPa
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Markierungsexperimente mit micellar assoziiertem β-Casein
Jeweils 0,6 ml der Micelllösungen (Proteingehalt 2,8 %) werden mit 0,4 ml der 1,14 M Tri-
glycinlösung und 0,03 ml mTG-Lösung (7,8 U/ml) versetzt. Die Proben werden im Sandbad
für 1 h bei 40 ◦C im Trockenschrank inkubiert und anschließend zum Abbruch der Reak-
tion bei 85 ◦C im Wasserbad für 5 min erhitzt. Um den Überschuss an Label zu entfernen,
werden die Proben dialysiert (Kap. 3.10) und gefriergetrocknet. Die gefriergetrockneten Pro-
ben werden direkt zur tryptischen Hydrolyse (Kap. 3.7) und Analyse mittels RP-HPLC-MS
(Kap. 3.15) eingesetzt.
3.6 Bestimmung reaktiver Lysinreste
Chemikalien und Lösungen
• Tris-Acetat-Puffer 0,2 M, pH = 7,5
2,42 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan in ca. 80 ml Reinstwasser lösen, den pH-
Wert mit 3 %iger Essigsäure auf pH = 7,5 einstellen und mit Reinstwasser im Maßkol-
ben auf 100 ml auffüllen.
• SMUF pH = 6,8
Herstellung siehe Kap. 3.3.1.
• β-Lactoglobulinlösung 0,4 %ig (m/v)
0,1198 g β-Lactoglobulin mit einem Endvolumen von 25 ml im Tris-Acetat-Puffer
lösen.
• β-Caseinlösung 0,4 %ig (m/v)
0,1093 g β-Casein mit einem Endvolumen von 25 ml im Tris-Acetat-Puffer lösen.
• Micelllösung Proteingehalt ca. 2,8 %
Herstellung siehe Kap. 3.3.1.
• mTG-Lösung 0,1 U mTG/ml Tris-Acetat-Puffer
Die der Aktivität nach Kap. 3.4 entsprechende Menge an mTG-Präparat in 10 ml Tris-
Acetat-Puffer lösen. Verwendung zur Bestimmung der mTG-reaktiven Lys-Reste von
β-Casein und β-Lactoglobulin.
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• mTG-Lösung 4,5; 5,6; 6,7 und 7,8 U mTG/ml SMUF
Die der Aktivität nach Kap. 3.4 entsprechende Menge an mTG-Präparat in 10 ml
SMUF lösen. Verwendung zur Bestimmung der mTG-reaktiven Lys-Reste von β-Ca-
sein innerhalb der Caseinmicellen.
• Labelreagenz Z-Gln-Gly 0,04 M bzw. bzw. 0,03 M
0,124 g bzw. 0,093 g Z-Gln-Gly in 10 ml Tris-Acetat-Puffer lösen. Verwendung zur
für die Bestimmung der mTG-reaktiven Lys-Reste von β-Casein.
• Labelreagenz Z-Gln-Gly 0,05 M
0,166 g Z-Gln-Gly in 10 ml Tris-Acetat-Puffer lösen. Verwendung zur Bestimmung
der mTG-reaktiven Lys-Reste von β-Lactoglobulin.
• Labelreagenz Z-Gln-Gly 0,28 M
0,093 g Z-Gln-Gly in 1 ml SMUF lösen. Verwendung zur Bestimmung der mTG-
reaktiven Lys-Reste von β-Casein innerhalb der Caseinmicellen.
3.6.1 Quervernetzung in Abhängigkeit der Enzymaktivität
Quervernetzungsexperimente mit β-Casein
Jeweils 0,5 ml der 0,4 %igen β-Caseinlösungen werden mit unterschiedlichen Mengen an
mTG-Lösung (0,1 U mTG/ml) versetzt und das Inkubationsvolumen mit Tris-Acetat-Puffer
auf 2,0 ml ergänzt (Tab. 3.9). Die Proben werden anschließend 1 h bei 40 ◦C im Sandbad im
Trockenschrank inkubiert. Nach Abbruch der Reaktion durch ein Erhitzen der Inkubations-
ansätze auf 85 ◦C für 5 min im Wasserbad werden die Proben nach einer Membranfiltration
(0,45 µm) direkt zur Bestimmung der Quervernetzung mittels GPC eingesetzt (Kap. 3.12).
Quervernetzungsexperimente mit micellarem Casein
Die Ermittlung der Quervernetzung von micellarem Casein in Abhängigkeit der Enzymakti-
vität wird in Kap. 3.5.1 beschrieben.
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Tab. 3.9: Pipettierschema zur Herstellung der Enzym-Substrat-Ansätze zur Bestimmung der Quer-
vernetzung von β-Casein in Abhängigkeit der mTG-Aktivität (Tris-Acetat-Puffer)
mTG-Aktivität β-Caseinlösung Tris-Acetat-Puffer mTG-Lösung
[U/g β-CN] [ml] [ml] [ml]
0 0,50 1,50 0,00
2 0,50 1,46 0,04
4 0,50 1,42 0,08
6 0,50 1,38 0,12
3.6.2 Quervernetzung in Abhängigkeit der Zugabe an Z-Gln-Gly
Quervernetzungsexperimente mit β-Casein
Jeweils 1,0 ml der 0,4 %igen β-Caseinlösungen werden mit 0,22 ml mTG-Lösung (0,1 U
mTG/ml) und verschiedenen Volumina der 0,04 M Z-Gln-Gly-Lösung versetzt (Tab. 3.10).
Die Inkubationsansätze werden mit Tris-Acetat-Puffer auf 4,0 ml ergänzt und für 1 h bei
40 ◦C im Sandbad im Trockenschrank inkubiert. Die Reaktion wird durch ein Erhitzen der
Proben auf 85 ◦C für 5 min im Wasserbad gestoppt. Zur Entfernung des Überschusses an
Labelreagenz werden die inkubierten Proben anschließend gegen entionisiertes Wasser dia-
lysiert (Kap. 3.10) und gefriergetrocknet. Der Quervernetzungsgrad der Proben wird mittels
GPC bestimmt (Kap. 3.12).
Der in Tab. 3.10 angegebene Überschuss an Z-Gln-Gly beschreibt den molaren Überschuss
des Labels in Bezug auf die im β-Casein vorhandene Anzahl an Lys-Resten im Inkubations-
ansatz.
Quervernetzungsexperimente mit micellarem Casein
Jeweils 0,6 ml der Micelllösungen werden mit 0,03 ml mTG-Lösung (7,8 U/ml) und ver-
schiedenen Volumina der 0,28 M Z-Gln-Gly-Lösung versetzt. Der Inkubationsansatz wird
mit SMUF auf 1,03 ml ergänzt und für 1 h bei 40 ◦C im Sandbad im Trockenschrank er-
hitzt. Die Herstellung der Enzym-Substrat-Ansätze ist dem Pipettierschema in Tab. 3.11 zu
entnehmen. Die Reaktion wird durch ein Erhitzen der Proben auf 85 ◦C für 5 min im Was-
serbad gestoppt. Zur Entfernung des Überschusses an Labelreagenz werden die inkubierten
Micelllösungen gegen entionisiertes Wasser dialysiert (Kap. 3.10) und gefriergetrocknet. An-
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schließend wird der Quervernetzungsgrad mittels GPC bestimmt (Kap. 3.12).
Der in Tab. 3.11 angegebene Überschuss an Z-Gln-Gly bezieht sich hierbei auf den molaren
Überschuss des Labels in Bezug auf die in der Micelllösung vorhandene Anzahl an Lys-
Resten des β-Caseins im Inkubationsansatz.
Tab. 3.10: Pipettierschema zur Herstellung der Enzym-Substrat-Ansätze zur Bestimmung der Quer-
vernetzung von β-Casein in Abhängigkeit der Z-Gln-Gly-Konzentration (Tris-Acetat-
Puffer)
Überschuss an β-Casein- Tris-Acetat- mTG- Z-Gln-Gly-
Z-Gln-Gly lösung Puffer Lösung Lösung
[x-fach] [ml] [ml] [ml] [ml]
0 1,00 3,00 0,22 0,000
25 1,00 2,15 0,22 0,63
50 1,00 1,53 0,22 1,25
100 1,00 0,28 0,22 2,50
Tab. 3.11: Pipettierschema zur Herstellung der Enzym-Substrat-Ansätze zur Bestimmung der Quer-
vernetzung von micellarem Casein in Abhängigkeit der Z-Gln-Gly-Konzentration (SMUF)
Überschuss an Micell- SMUF mTG- Z-Gln-Gly-
Z-Gln-Gly lösung Lösung Lösung
[x-fach] [ml] [ml] [ml] [ml]
0 0,60 0,40 0,03 0,00
25 0,60 0,30 0,03 0,10
50 0,60 0,20 0,03 0,20
75 0,60 0,10 0,03 0,30
100 0,60 0,00 0,03 0,40
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3.6.3 Markierung reaktiver Lysinreste im Protein
Markierungsexperimente mit β-Casein bzw. β-Lactoglobulin
Jeweils 2,0 ml der 0,4 %igen β-Caseinlösung bzw. 0,4 %igen β-Lactoglobulinlösung wer-
den mit mTG-Lösung (0,1 U mTG/ml) und 2,0 ml der 0,03 M bzw. 0,05 M Z-Gln-Gly-
Lösung entsprechend Tab. 3.12 versetzt und das Inkubationsvolumen mit Tris-Acetat-Puffer
auf 8,0 ml ergänzt. Die Inkubationsansätze werden in 7 ml Kryoröhrchen überführt, wel-
che luftblasenfrei verschlossen werden. Die enzymatische Reaktion wird bei 40 ◦C für 1 h
unter Normaldruck sowie Hochdruck (400 MPa) durchgeführt. Die Normaldruckinkuba-
tion erfolgt hierbei in einem auf 40 ◦C temperierten Sandbad im Trockenschrank. Für die
Druckbehandlung werden die Probenröhrchen in einen auf 40 ◦C vortemperierten Autoklav
der Hochdruckanlage gegeben und der Druck mit einer Rate von 300 MPa/min aufgebaut.
Als Druckübertragungsmedium wird ein Gemisch aus Wasser und Ethylenglycol eingesetzt.
Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgt die Dekompression der Proben in einer Zeit von
weniger als 15 s. Die normaldruck- sowie hochdruckbehandelten Proben werden zum Ab-
bruch der enzymatischen Reaktion für 5 min bei 85 ◦C im Wasserbad erhitzt. Nach einer
Dialyse gegen entionisiertes Wasser zur Entfernung des Labelüberschusses (Kap. 3.10) und
anschließender Gefriertrocknung werden die modifizierten Proteine zum tryptischen Verdau
(Kap. 3.7) und einer Bestimmung der Reaktionsorte mittels RP-HPLC-MS (Kap. 3.15) ein-
gesetzt.
Markierungsexperimente mit micellar assoziiertem β-Casein
Jeweils 0,6 ml der Micelllösungen (Proteingehalt 2,8 %) werden mit 0,4 ml der 0,28 M
Z-Gln-Gly-Lösung und 0,03 ml mTG-Lösung (7,8 U/ml) versetzt. Die Proben werden im
Sandbad für 1 h bei 40 ◦C inkubiert und anschließend zum Abbruch der Reaktion bei 85 ◦C
im Wasserbad für 5 min erhitzt. Um den Überschuss an Label zu entfernen, werden die
Proben gegen entionisiertes Wasser dialysiert (Kap. 3.10) und gefriergetrocknet. Die gefrier-
getrockneten Proben werden direkt zur tryptischen Hydrolyse (Kap. 3.7) und Analyse mittels
RP-HPLC-MS (Kap. 3.15) eingesetzt.
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Tab. 3.12: Pipettierschema zur Herstellung der Enzym-Substrat-Ansätze zur Bestimmung der mTG-
reaktiven Lys-Reste von β-Casein und β-Lactoglobulin (Tris-Acetat-Puffer)
Probenbezeichnung Protein- Tris-Acetat- mTG- Z-Gln-Gly-
lösung Puffer Lösung Lösung
[ml] [ml] [ml] [ml]
Blindwert 2,00 4,00 0,00 2,000
ND 5,5 U/g Protein 2,00 3,56 0,44 2,000
HD 5,5 U/g Protein 2,00 3,56 0,44 2,000
ND 19,5 U/g Protein 2,00 2,44 1,56 2,000
ND 19,5 U/g Protein 2,00 2,44 1,56 2,000
ND: Normaldruck 0,1 MPa
HD: Hochdruck 400 MPa
3.7 Tryptische Hydrolyse
Chemikalien und Lösungen
• Tris-Salzsäure-Puffer 50 mM, pH = 7,5
0,61 g Tris(-hydroxymethyl)-aminomethan in ca. 80 ml Reinstwasser lösen, mit 0,3 M
Salzsäure auf pH = 7,5 einstellen und mit Reinstwasser im Maßkolben auf 100 ml
auffüllen.
• Trypsinlösung 1 mg/ml (m/v)
5 mg Trypsin (≥ 10000 BAEE U/mg) in 5 ml Tris-Salzsäure-Puffer lösen.
Hydrolyse
Jeweils 2 mg gefriergetrocknetes β-Casein, β-Lactoglobulin bzw. Micellpräparat werden
in 2 ml Tris-Salzsäure-Puffer gelöst. Die Proben werden mit 20 µl Trypsinlösung versetzt
(Enzym-Substrat-Verhältnis: ca. 1:100). Anschließend werden die β-Caseinproben bzw. die
Micellproben für 5 h und die β-Lactoglobulinproben für 2,5 h bei 37 ◦C im Trockenschrank
inkubiert. Der Abbruch der Reaktion erfolgt durch ein Erhitzen auf 85 ◦C im Wasserbad für
5 min.
60
3 Experimenteller Teil
3.8 Enzymatische Quervernetzung von Caseinmicellen zur
Charakterisierung der mTG-Reaktion
Chemikalien und Lösungen
• UHT-Magermilch Proteingehalt 3,4 %
• mTG-Lösung 1,1; 2,2; 4,4 bzw. 7,6 U mTG/ml
Die der Aktivität nach Kap. 3.4 entsprechende Menge an mTG-Präparat in 10 ml
Reinstwasser lösen.
Enzymatische Reaktion
Zur Herstellung von Milchproben mit unterschiedlichem Vernetzungsgrad werden jeweils
5 g UHT-Magermilch mit 0,5 ml mTG-Lösung (1,1; 2,2; 4,4 bzw. 7,6 U/ml) versetzt und
1 h bei 40 ◦C im Sandbad im Trockenschrank inkubiert. Zum Abstoppen der Enzymakti-
vität werden die Proben für 7 min bei 85 ◦C im Wasserbad erhitzt und anschließend zur
Charakterisierung der erfolgten Quervernetzung mittels GPC (Kap. 3.12 und Kap. 3.13),
SDS-PAGE (Kap. 3.11) sowie nach einer 1:20 Verdünnung mit Reinstwasser mittels RP-
HPLC (Kap. 3.14) untersucht.
3.9 Untersuchung zur Stabilität der micellaren Struktur
Chemikalien und Lösungen
• UHT-Magermilch Proteingehalt 3,4 %
• Micelllösung Proteingehalt 2,8 %
Herstellung siehe Kap. 3.3.1.
• mTG-Lösung 1,1 bzw. 2,2 U mTG/ml
Die der Aktivität nach Kap. 3.4 entsprechende Menge an mTG-Präparat in 10 ml
Reinstwasser lösen.
• EDTA-Lösung 2,5 mM
7,3 mg Ethylendiamintetraessigsäure mit einem Endvolumen von 10 ml in Reinstwas-
ser lösen.
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• Ethanol 96 %ig
• Glucono-δ-lacton
• Pepsin-Lösung 75 U/ml
15 mg Pepsin (10 FIP U/mg) in 2 ml Reinstwasser lösen.
• Chymotrypsin-Lösung 0,987 U/ml
1 mg Chymotrypsin (98,7 U/mg) mit einem Endvolumen von 10 ml in Reinstwasser
lösen.
3.9.1 Enzymatische Modifizierung
Jeweils 5 g UHT-Magermilch bzw. 5 ml der Micelllösungen werden mit 0,5 ml der mTG-
Lösung (1,1 U mTG/ml für die UHT-Magermilch; 1,1 U mTG/ml und 2,2 U mTG/ml für
die Micelllösung) versetzt und für 1 h bei 40 ◦C im Sandbad im Trockenschrank inkubiert.
Für den Blindwert wird anstelle der Enzymlösung 0,5 ml Reinstwasser zugegeben (Refe-
renzprobe). Der Abbruch der Reaktion erfolgt durch ein Erhitzen der Proben auf 85 ◦C im
Wasserbad für 5 min.
3.9.2 Untersuchung zur Destabilisierung der micellaren Struktur in
Gegenwart von EDTA
Jeweils 50 µl der UHT-Magermilch (Referenzmilch) sowie der enzymbehandelten UHT-
Magermilch (4 U mTG/g CN) werden nach Tab. 3.13 mit verschiedenen Volumina an EDTA-
Lösung versetzt. Der Ansatz wird mit Reinstwasser auf 2,5 ml ergänzt. Nach dem Mischen
werden die Proben 7 h bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend die Trübung bei
633 nm (Kap. 3.16) sowie der hydrodynamische Micellradius mittels DLS (Kap. 3.17) be-
stimmt. Die Proben werden ebenfalls zur Analyse mittels RP-HPLC eingesetzt (Kap. 3.14).
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Tab. 3.13: Pipettierschema zur Untersuchung der Destabilisierung der micellaren Struktur durch
EDTA-Zusatz
EDTA-Konzentration UHT-Milch EDTA-Lösung Reinstwasser
[mM] [µl] [ml] [ml]
0,00 50 0,00 2,45
0,05 50 0,05 2,40
0,10 50 0,10 2,35
0,15 50 0,15 2,30
0,20 50 0,20 2,25
0,25 50 0,25 2,20
0,30 50 0,30 2,15
0,35 50 0,35 2,10
0,40 50 0,40 2,05
0,45 50 0,45 2,00
3.9.3 Untersuchung zur Destabilisierung der micellaren Struktur durch
Zusatz von Ethanol
Jeweils 100 µl der UHT-Magermilch (Referenzmilch) sowie der enzymbehandelten UHT-
Magermilch (4 U mTG/g CN) werden nach Tab. 3.14 mit verschiedenen Volumina an Etha-
nol versetzt und der Ansatz mit Reinstwasser auf 2,1 ml ergänzt. Nach dem Mischen werden
die Proben 7 h bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend die Trübung bei 633 nm
(Kap. 3.16) sowie der hydrodynamische Micellradius mittels DLS (Kap. 3.17) bestimmt.
Die Proben werden ebenfalls zur Analyse mittels RP-HPLC eingesetzt (Kap. 3.14).
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Tab. 3.14: Pipettierschema zur Untersuchung der Destabilisierung der micellaren Struktur durch
Ethanol-Zusatz
Ethanolkonzentration UHT-Milch Ethanol Reinstwasser
[%vol] [µl] [ml] [ml]
0 100 0,0 2,0
9 100 0,2 1,8
18 100 0,4 1,6
27 100 0,6 1,4
37 100 0,8 1,2
46 100 1,0 1,0
55 100 1,2 0,8
64 100 1,4 0,6
73 100 1,6 0,4
3.9.4 Untersuchung zur Destabilisierung der micellaren Struktur durch
Hochdruckbehandlung
Die UHT-Magermilch (Referenzmilch) sowie die enzymbehandelte UHT-Magermilch (4 U
mTG/g CN) werden luftblasenfrei in ein 7 ml Kryoröhrchen überführt. Für die Druckbe-
handlung werden die Probenröhrchen in den Autoklav der Hochdruckanlage gegeben und
der Druck mit einer Rate von 300 MPa/min aufgebaut. Die Proben werden zehn Minuten
bei 20 ◦C bei 0, 100, 200, 300 sowie 400 MPa inkubiert. Als Druckübertragungsmedium
wird ein Gemisch aus Wasser und Ethylenglycol eingesetzt. Nach Ablauf der Inkubations-
zeit von zehn Minuten erfolgt die Dekompression der Proben in einer Zeit von weniger als
15 s. Zur Untersuchung der Proben mittels Trübungsmessung bei 633 nm (Kap. 3.16) und
DLS (Kap. 3.17) werden diese 1:50 mit Reinstwasser verdünnt.
3.9.5 Untersuchung zur Destabilisierung der micellaren Struktur durch
Zusatz von GDL (pH-Wertsenkung)
Die UHT-Magermilch (Referenzmilch) sowie die enzymbehandelte UHT-Milch (4 U mTG/g
CN) werden 1:50 mit Reinstwasser verdünnt. Von diesen verdünnten Milchlösungen werden
anschließend jeweils 5 ml mit 3 mg GDL versetzt und durchmischt. Alle 5 min wird der pH-
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Wert sowie die Trübung bei 633 nm (Kap. 3.16) über einen Zeitraum von 120 min ermittelt.
Der mittlere hydrodynamische Radius der Caseinmicellen in den Proben wird aller 30 min
entsprechend Kap. 3.17 bestimmt.
3.9.6 Untersuchung zur Destabilisierung der micellaren Struktur durch
enzymatische Proteolyse
Die „native“ Micelllösung (Referenz) sowie die enzymbehandelten Micelllösungen (4 und
8 U mTG/g CN) werden mit verschiedenen Mengen an den proteolytischen Enzymen Pep-
sin bzw. Chymotrypsin versetzt (Tab. 3.15 und 3.16). Die Inkubation erfolgt im Sandbad
im Trockenschrank bei 40 ◦C für 4 h bei Zusatz von Pepsin bzw. für 30 min bei Zusatz
von Chymotrypsin. Die Proteolyse wird durch ein Erhitzen der Proben auf 85 ◦C für 5 min
im Wasserbad gestoppt. Die Proben werden 1:50 mit Reinstwasser verdünnt und direkt zur
Trübungsmessung (Kap. 3.16) und zur DLS (Kap. 3.17) eingesetzt. Nach einer Gefriertrock-
Tab. 3.15: Pipettierschema zur Untersuchung der Destabilisierung der micellaren Struktur durch eine
Proteolyse mit Pepsin
Pepsin-Aktivität Micelllösung Pepsinlösung Reinstwasser
[U/g CN] [ml] [µl] [µl]
0 0,5 0 40
107 0,5 20 20
138 0,5 25 15
214 0,5 40 0
Tab. 3.16: Pipettierschema zur Untersuchung der Destabilisierung der micellaren Struktur durch eine
Proteolyse mit Chymotrypsin
Chymotrypsin-Aktivität Micelllösung Chymotrypsinlösung Reinstwasser
[U/g CN] [ml] [µl] [µl]
0 0,5 0 100
0,7 0,5 10 90
3,5 0,5 50 50
7,0 0,5 100 0
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nung der mit Pepsin bzw. Chymotrypsin behandelten Micelllösungen werden diese mittels
SDS-PAGE (Kap. 3.11) untersucht.
3.10 Dialyse der Proteinlösungen
Chemikalien und Lösungen
• Essigsäure 5 %ig (v/v)
5 ml Eisessig im Maßkolben mit Reinstwasser auf 100 ml verdünnen.
Durchführung der Dialyse
Die Celluloseschläuche zur Dialyse (Ausschlussgröße 12 kDa) werden für 24 Stunden in
5 %iger Essigsäure eingeweicht, anschließend mit entionisiertem Wasser gespült und mit
den zu dialysierenden Proteinlösungen befüllt. Die Dialyse erfolgt 24 h gegen fließendes
Leitungswasser und weitere 24 h gegen entionisiertes Wasser bei 6 ◦C. Anschließend wird
die dialysierte Proteinlösung quantitativ in einen Rundkolben überführt und gefriergetrock-
net.
3.11 Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die Untersuchungen erfolgen in Anlehnung an Lauber et al. (2001a); Schägger und von
Jagow (1987) und Westermeier (1997).
Chemikalien und Lösungen
Lösungen zur Herstellung eines Gradientengels
• Acrylamid-Stammlösung: 52,4 % Acrylamid (m/v), 1,6 % Methylenbisacrylamid (m/v)
26,19 g Acrylamid und 0,81 g Methylenbisacrylamid mit einem Endvolumen von
50 ml in entionisiertem Wasser lösen.
• Trenngelpuffer: 3,2 M Tris, 11,1 mM SDS, pH = 8,5
19,47 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan und 0,16 g Natriumdodecylsulfat (SDS) in
ca. 30 ml entionisiertem Wasser lösen, mit 6 N Salzsäure auf pH = 8,5 einstellen und
auf 50 ml mit entionisiertem Wasser im Maßkolben auffüllen.
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• Per-Lösung: 1,5 M Ammoniumperoxodisulfat
430 mg Ammoniumperoxodisulfat in 1 ml entionisiertem Wasser lösen. Die Lösung
ist stets frisch herzustellen.
Lösungen zur Probenvorbereitung unter reduzierenden Bedingungen
• Probenpuffer: 0,4 M Tris, 1 mM EDTA, 35 mM SDS, 0,01 % Orange G (m/v), 12 %
Glycerol (v/v), 6 M Harnstoff, pH = 8,0
4,84 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 0,03 g Ethylendiamintetraessigsäure (ED-
TA), 1,0 g Natriumdodecylsulfat (SDS), 0,01 g Orange G und 36,06 g Harnstoff in
ca. 25 ml entionisiertem Wasser lösen, 13,8 ml Glycerol (87 %ig) hinzugeben. Mit
6 N Salzsäure den pH-Wert auf pH = 8,0 einstellen und die Lösung auf 100 ml mit
entionisiertem Wasser im Maßkolben auffüllen.
• Iodacetamidlösung: 20 % Iodacetamid (m/v)
0,2 g Iodacetamid in 1 ml entionisiertem Wasser lösen. Bis zur Verwendung die Lö-
sung lichtgeschützt aufbewahren. Die Lösung ist stets frisch herzustellen.
• DTT-Lösung: 75 % 1,4-Dithiothreitol (m/v)
0,15 g 1,4-Dithiothreitol (DTT) in 0,2 ml entionisiertem Wasser lösen. Die Lösung ist
stets frisch herzustellen.
• Tetramethylethylendiamin-Lösung (TEMED)
Lösungen zur Durchführung der Elektrophorese
• Marker 4+5
Jeweils 1 mg Elektrophoresemarker 4 und 5 in je 1 ml doppelt konzentriertem Proben-
puffer (ohne Harnstoffzusatz) lösen. Diese Lösungen anschließend 1:1 (v/v) mischen.
Marker 4: Marker 5:
Carbonic anhydrase 29000 Da Trypsin inhibitor bovine 6500 Da
Albumin egg 45000 Da Cytochrom C 12500 Da
Albumin bovine 67000 Da Trypsin inhibitor soybean 21000 Da
Phophorylase B 97400 Da Carbonic anhydrase 29000 Da
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• Anodenpuffer: 0,2 M Tris, pH = 8,9
121,1 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan in ca. 2 L entionisiertem Wasser lösen, mit
6 N Salzsäure auf pH = 8,9 einstellen und im Maßkolben auf 5 L mit entionisiertem
Wasser auffüllen.
• Kathodenpuffer: 0,1 M Tris, 0,1 M Tricin, 3,5 mM SDS
12,1 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 17,9 g Tricin und 1,0 g Natriumdodecylsul-
fat (SDS) mit einem Endvolumen von 1 L in entionisiertem Wasser lösen. Es erfolgt
keine pH-Wert-Einstellung mit Salzsäure.
Lösungen zur Detektion der Proteinbanden
• Fixierlösung: 20 % Trichloressigsäure (m/v)
200 g Trichloressigsäure mit einem Endvolumen von 1 L in entionisiertem Wasser
lösen
• Färbelösung: Wasser / Methanol / Eisessig 65:25:10 (v/v/v), 0,04 % Coomassie Brilli-
antblau G 250
Entionisiertes Wasser, Methanol und Eisessig im Verhältnis 65:25:10 (v/v/v) mischen
und pro Liter mit 400 mg Coomassie Brilliantblau G 250 versetzen.
• Entfärbelösung: Wasser / Methanol / Eisessig 65:25:10 (v/v/v)
Entionisiertes Wasser, Eisessig und Methanol im Verhältnis 65:25:10 (v/v/v) mischen.
Probenvorbereitung unter reduzierenden Bedingungen
Von den Milch- bzw. Micelllösungen werden jeweils 30 µl mit 470 µl Probenpuffer gemischt.
Bei Verwendung fester Proben werden jeweils 1 mg von Proteingemischen in 500 µl und
1 mg von Reinproteinen in 1000 µl Probenpuffer gelöst. Zur Reduktion der Disulfidbrücken
werden 20 µl DTT-Lösung zu 500 µl Probenlösung zugegeben und 4 min im siedenden
Wasserbad erhitzt. Anschließend werden die Proben unter fließendem Wasser abgekühlt, mit
weiteren 10 µl DTT-Lösung und 53 µl Iodacetamidlösung versetzt und zur vollständigen
Reduktion bzw. Alkylierung der freien Thiolgruppen mindestens 30 min stehen gelassen.
Zur Elektrophorese werden jeweils 10 µl der reduzierten Probenlösungen eingesetzt.
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Herstellung eines Gradientengels
Zur Herstellung eines Gradientengeles (4 bis 20 % Acrylamid) werden je 7 ml der nach
Tab. 3.17 hergestellten leichten und schweren Acrylamidlösung in die vorgekühlte Gradien-
tenmischkammer gegeben. Nach Zugabe von jeweils 10 µl Per-Lösung werden die Lösungen
mittels Gradientenmischer in die Gelkammer gegeben. Für die vollständige Ausbildung des
Gradienten wird das „Gel“ 15 min im Kühlraum bei 6 ◦C und weitere 15 min bei Raum-
temperatur stehen gelassen. Zur Auspolymerisation des Geles wird die Gelkammer für 1 h
bei 40 ◦C im Trockenschrank inkubiert, wobei als Verdunstungsschutz die Geloberfläche
vorsichtig mit entionisiertem Wasser überschichtet wird. Nach Abzug des Wassers wird die
Spacergel-Lösung, welche 20 µl Per-Lösung enthält, aufgegeben und der Probenkamm ein-
gesetzt. Zur vollständigen Polymerisation wird das Gel mit Folie bedeckt und über Nacht bei
4 ◦C gelagert.
Parameter für die Elektrophorese
Die Elektrophorese wird mit folgenden Parametern durchgeführt:
Kammer vertikale Elektrophoresekammer
Temperatur 10 ◦C
Gelstärke 0,75 mm
Gel Trenngel (4 bis 20 % Acrylamid) Länge ca. 12 cm
Spacergel (4 % Acrylamid) Länge ca. 2 cm
Elektrophoreseprogramm Tab. 3.18
Detektion der Proteinbanden
Nach der elektrophoretischen Trennung wird das Gel vorsichtig aus den Glasplatten gelöst
und für 20 min in der Trichloressigsäurelösung fixiert. Danach wird das Gel dreimal mit
entionisiertem Wasser für ca. 30 s gewaschen und anschließend für 30 min mit der Färbelö-
sung inkubiert. Zur Entfärbung des Gelhintergrundes wird das Gel zweimal für 20 bis 30 min
mit der Entfärbelösung behandelt. Die Detektion und Auswertung der Proteinbanden erfolgt
densitometrisch.
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Tab. 3.17: Herstellung der Lösungen für das Gießen eines Gradientengeles für die SDS-PAGE
Trenngel schwer Trenngel leicht Spacergel
(20 % Acrylamid) (4 % Acrylamid) (4 % Acrylamid)
Acrylamid-Stammlsg. [ml] 3,705 0,741 0,741
Trenngelpuffer [ml] 3,120 3,120 3,120
Glycerol (87 %) [ml] 3,065 - -
mit entionisiertem Wasser auf 10 ml im Maßkolben auffüllen
TEMED-Lösung [µl] 10 10 10
Per-Lösung [µl] 10 10 20
Tab. 3.18: Elektrophoreseprogramm
Phase Zeit Spannung Stromstärke [1]
[h] [mA] [V]
1 1 400 25
2 3 800 55
[1] bei zwei Gelen ist die Stromstärke jeder Phase zu verdoppeln
3.12 Gelpermeationschromatographie (GPC) - Proteine
Chemikalien und Lösungen
• Elutionspuffer: 6 M Harnstoff, 0,1 M Natriumchlorid, 0,1 M Phosphat, 0,1 % CHAPS
(m/v), pH = 6,8
360,36 g Harnstoff, 5,84 g Natriumchlorid, 17,80 g di-Natriumhydrogenphosphat-Di-
hydrat, 1,0 g 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonium]-1-propansulfonat (CHAPS)
in ca. 800 ml Reinstwasser lösen und mit konz. Salzsäure auf pH = 6,80 einstellen.
Die Lösung mit Reinstwasser auf 1 L im Maßkolben auffüllen und membranfiltrieren
(1,2 µm). Der Elutionspuffer ist bei 4 ◦C eine Woche haltbar.
• Probenpuffer: 6 M Harnstoff, 0,1 M Natriumchlorid, 0,1 M Phosphat, 0,1 % CHAPS
(m/v), 1 % DTT (m/v), pH = 6,8
Die Herstellung erfolgt entsprechend dem Elutionspuffer unter Zusatz von 1 g 1,4-
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Dithiothreitol (DTT) je 100 ml Elutionspuffer.
Probenvorbereitung
Jeweils 50 µl der Milch- bzw. Micelllösungen werden mit 950 µl Probenpuffer versetzt. Bei
festen Proben werden 2 mg Proteinpräparat in 2 ml Probenpuffer gelöst. Zur vollständigen
Reduktion der Disulfidbrücken werden die Proben 24 h bei 4 ◦C inkubiert, anschließend
membranfiltriert (0,45 µm) und mittels GPC analysiert.
Analysenparameter
Säule Superdex 200 10/300 GL
(GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Schweden)
Fluss 0,5 ml/min
Elution isokratisch
Injektionsvolumen 150 µl
Probenkonzentration 0,1 %ige Proteinlösung
Detektion UV λ = 280 nm
Datenaufnahme ECW 2000 Integration Package Software Version 1.2.
Berechnung des Oligomerisierungsgrades
Der Oligomerisierungsgrad wird nach Henle et al. (1996) wie folgt ermittelt:
DP [%] = ADimer + ATrimer + AOligomerAGesamt × 100 DP: Oligomerisierungsgrad
A: Peakfläche (3.4)
3.13 Gelpermeationschromatographie (GPC) - Micellen
Chemikalien und Lösungen
• Elutionspuffer: SMUF, pH = 6,8
Herstellung siehe Kap. 3.3.1.
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Probenvorbereitung
Die Milchproben (ohne und mit mTG-Behandlung) werden 1:20 (v/v) mit Reinstwasser ver-
dünnt, membranfiltriert (0,45 µm) und mittels GPC analysiert. Vor der Messung der Proben
muss die Säule zweimal mit unverdünnter Milch „gesättigt“ werden, um eine Adsorption der
Micellen an das Säulenmaterial zu unterdrücken und eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
zu gewährleisten.
Analysenparameter
Säule 6,6 mm x 1000 mm
(Omnifit Ltd. msscientific, Cambridge, England)
Füllmaterial Sephacryl S-500 HR
(GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Schweden)
Fluss 1 ml/min
Fließmittel SMUF pH = 6,8
Elution isokratisch
Injektionsvolumen 1 ml
Detektion UV λ = 215 nm
Datenaufnahme ECW 2000 Integration Package Software Version 1.2.
Molmassenkalibrierung
Die für die Kalibrierung eingesetzten Standardsubstanzen sind in Tab. 3.19 zu finden. Zwi-
schen dem Logarithmus der Molmasse der Standardsubstanzen und dem Elutionsvolumen
besteht ein linearer Zusammenhang.
Kalibriergerade: y =− 0, 15× x + 5,75 R2 = 0,9680
y: log Molmasse [kDa]
x: Elutionsvolumen [ml]
(3.5)
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Tab. 3.19: Standardsubstanzen
Substanz Molmasse [kDa] log Molmasse Elutionsvolumen [ml]
Ribonuclease A 13,7 1,14 31,4
β-Lactoglobulin (als Dimer) 36,6 1,56 27,8
Ovalbumin 43,0 1,63 27,1
Bovine Serum Albumin 67,0 1,83 26,5
β-Galactosidase 165,0 2,22 24,2
3.14 PLRP-S-HPLC - Proteine
Die Wahl der Analysenbedingungen erfolgt in Anlehnung an eine standardisierte Metho-
de der International Dairy Federation zur Bestimmung des säurelöslichen β-Lactoglobulin
(IDF-Standard, 1996).
Chemikalien und Lösungen
• Fließmittel A: 0,1 % TFA in Wasser (v/v)
1 ml Trifluoressigsäure (TFA) in 1 L Reinstwasser lösen, membranfiltrieren (0,45 µm)
und entgasen.
• Fließmittel B: 0,1 % TFA in Acetonitril (v/v)
1 ml Trifluoressigsäure (TFA) in 1 L Acetonitril lösen, membranfiltrieren (0,45 µm)
und entgasen.
Probenvorbereitung
Je 2 ml der mTG-behandelten (Kap. 3.8) bzw. der destabilisierten Milchproben (Kap. 3.9.2
und Kap. 3.9.3) werden für 10 min bei 11000 U/min zentrifugiert. Der Überstand, welcher
die extramicellaren Caseine enthält, wird abgenommen, membranfiltriert (0,45 µm) und di-
rekt zur Messung mittels RP-HPLC eingesetzt.
Analysenparameter
Säule PLRP-S 300 A, 8 µm, 150 mm x 4,6 mm
(Polymer Laboratories, Darmstadt)
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Säulentemperatur 40 ◦C
Fluss 0,5 ml/min
Fließmittel A: 0,1 % TFA in Wasser (v/v)
B: 0,1 % TFA in Acetonitril (v/v)
Elution Gradient (Tab. 3.20)
Injektionsvolumen 50 µl der mit mTG-behandelten Proben
50 µl der mit Ethanol destabilisierten Proben
100 µl der mit EDTA destabilisierten Proben
Detektion UV λ = 220 nm
Datenaufnahme ChemStation for LC 3D
(Agilent Technologies, Waldbronn)
Tab. 3.20: Elutionsgradient für die PLRP-S-HPLC
Zeit Fließmittel A Fließmittel B
[min] [%] [%]
0,00 65 35
1,50 65 35
12,00 62 38
24,00 58 42
33,00 54 46
33,75 0 100
34,50 0 100
35,25 65 35
50,25 65 35
3.15 RP-HPLC-MS - Peptide
Chemikalien und Lösungen
• Fließmittel A: 10 mM Ammoniumacetat, pH = 5,5
0,77 g Ammoniumacetat in ca. 800 ml Reinstwasser lösen und den pH-Wert mit 3 %iger
Essigsäure auf pH = 5,5 einstellen. Die Lösung anschließend im Maßkolben auf 1 L
mit Reinstwasser auffüllen, membranfiltrieren (0,45 µm) und entgasen.
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• Fließmittel B: 84 % Acetonitril, 10 mM Ammoniumacetat
840 ml Acetonitril mit 160 ml Reinstwasser, welches 0,77 g Ammoniumacetat und die
gleiche Menge an Essigsäure wie Fließmittel A enthält, versetzten, membranfiltrieren
(0,45 µm) und entgasen.
• 1,4-Dithiothreitol (DTT)
Probenvorbereitung
Die tryptisch hydrolysierten β-Caseinproben werden nach Membranfiltration (0,45 µm) di-
rekt zur Messung mittels RP-HPLC-MS eingesetzt. Die tryptisch hydrolysierten β-Lacto-
globulinproben sowie Micelllösungen werden zur Spaltung der Disulfidbrücken mit DTT
(0,1 % (m/v) im Ansatz) versetzt und zur vollständigen Reduktion für 24 h bei 4 ◦C gelagert.
Nach einer Membranfiltration (0,45 µm) werden diese zur Analyse mittels RP-HPLC-MS
eingesetzt.
Analysenparameter
Säule Zorbax 300 Extend-C18, 2,1 mm x 150 mm, 3,5 Micron
(Agilent Technologies, Waldbronn)
Säulentemperatur 45 ◦C
Fluss 0,25 ml/min
Fließmittel A: 10 mM Ammoniumacetat in Wasser, pH = 5,5
B: 10 mM Ammoniumacetat in 84 % Acetonitril
Elution Gradient (Tab. 3.21)
Probenkonzentration 0,1 %ige Peptidlösung (m/v)
Injektionsvolumen 100 µl
Detektion UV λ = 220 nm und 280 nm
MS Massebereich 100 bis 2500 Da (ESI, positive Ionisierung)
Datenaufnahme Biospectrometry Data Explorer
(PerSeptive Biosystems, Framingham, USA)
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Tab. 3.21: Elutionsgradient für die RP-HPLC-MS nach Henle (1991)
Zeit Fließmittel A Fließmittel B
[min] [%] [%]
0 100 0
2 100 0
11 75 25
25 50 50
40 25 75
41 0 100
49 0 100
53 100 0
71 100 0
3.16 Trübungsmessung
Probenvorbereitung
Die destabilisierten Milch- bzw. Micelllösungen (Kap. 3.9) werden in Einmalküvetten über-
führt und die Absorption photometrisch bei einer Wellenlänge von 633 nm gegen Luft be-
stimmt. Die Absorption der nicht destabilisierten Milch- bzw. Micelllösung dient hierbei als
Referenzwert für die Messung.
Auswertung
Für eine Vergleichbarkeit der Proben untereinander wird zur Auswertung der Trübungsmes-
sung der Trübungsindex (TI) nach Regnault et al. (2004) berechnet (Gleichung 3.6):
TI: Trübungsindex
TI = AProbe - AReferenzAReferenz A: Absorption bei λ = 633 nm
Referenz: nicht destabilisierte Probe
Probe: destabilisierte Probe
(3.6)
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3.17 Dynamische Lichtstreuung (DLS)
Probenvorbereitung
Die destabilisierten Milch- bzw. Micelllösungen (Kap. 3.9) werden in Glasröhrchen über-
führt und die Veränderung des hydrodynamischen Radius der Micellen im Vergleich zur
nicht destabilisierten Probe bestimmt.
Analysenparameter
Temperatur 25 ◦C
Winkel 90 ◦
Viskosität EDTA-Konzentration
0 bis 0,45 mM : 0,9531 mPa·s
Ethanol-Konzentration
0,0 %vol : 0,9531 mPa·s
18,3 %vol : 1,7433 mPa·s
36,4 %vol : 2,5454 mPa·s
54,9 %vol : 2,6786 mPa·s
73,1 %vol : 2,2965 mPa·s
Die Viskositäten der Ethanol-Wasser-Mischungen wurden
anhand der Daten von D’Ans und Lax (1992) ermittelt.
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4 Ergebnisse und Diskussion
Der Einsatz mikrobieller Transglutaminase (mTG) stellt ein effektives Werkzeug zur funk-
tionellen Veränderung von Lebensmittelproteinen dar. Aufgrund dessen wird das Enzym in
einem breiten Feld der Lebensmittelindustrie, insbesondere bei der Herstellung von Milch-
produkten angewandt (Jaros et al., 2006). Jedoch sind die zu Grunde liegenden chemischen
Prozesse der Proteinmodifikation noch größtenteils unbekannt.
Um die Kenntnisse über den Reaktionsmechanismus der mTG zu verbessern, wurde im Rah-
men der Arbeit die Vernetzungsreaktion im Hinblick auf die Milchproteine bzw. das Lebens-
mittel Milch anhand verschiedener Methoden analysiert und charakterisiert. Eine Analyse
der intramicellar erfolgten Quervernetzung via SDS-PAGE, GPC und PLRP-S-HPLC so-
wie die Untersuchung der Auswirkung der mTG-katalysierten Vernetzung auf die Stabilität
der micellaren Struktur sollten für eine Charakterisierung der enzymatischen Reaktion im
Lebensmittel Milch dienen und eine Grundlage zur Klärung der veränderten funktionellen
Eigenschaften liefern. Ein weiterer Untersuchungsschwerpunkt war die Identifizierung der
an der Proteinquervernetzung beteiligten Glutamin- bzw. Lysinreste im Milchprotein mittels
RP-HPLC-MS mit dem Ziel, genauere Informationen über die Substratspezifität des Enzyms
zu erlangen. Abschließend war es ebenfalls von großem Interesse, die in der Arbeit erlangten
Ergebnisse im Fokus auf einen Vorschlag für den bislang noch nicht vollständig geklärten
Aufbau der Caseinmicelle zusammenfassend zu betrachten.
4.1 Untersuchungen zur Stabilität der micellaren Struktur
Da es sich bei Caseinmicellen um ein dynamisches System handelt, können veränderte Um-
gebungsbedingungen die micellare Struktur bzw. Stabilität beeinflussen. So führen beispiels-
weise Zusätze von Harnstoff, Natriumdodecylsulfat (SDS), Ethylendiamintetraessigsäure
(EDTA) oder Ethanol sowie eine Veränderung des pH-Wertes zu einem Verlust der Micellin-
tegrität (Griffin et al., 1988; Holt, 1998; Horne, 1984; Huppertz et al., 2008; Lefebvre-Cases
et al., 1998; Lieske et al., 1999; Smiddy et al., 2006).
Nach Lauber et al. (2000) und Mounsey et al. (2005) führt eine Behandlung mit mTG zu
einer intramicellaren Quervernetzung der Caseinmicellen. Inwieweit diese strukturelle Ver-
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änderung in der Micelle einen Einfluss auf deren Stabilität besitzt, wird im folgenden Kapitel
untersucht. Neben einem Zusatz von EDTA bzw. Ethanol, einer Hochdruckbehandlung und
einer pH-Wertabsenkung, welche die hydrophoben und elektrostatischen Wechselwirkungen
innerhalb der Caseinmicelle beeinflussen, wurden auch proteolytische Enzyme zur Desta-
bilisierung eingesetzt. Als Untersuchungsprobe diente UHT-Magermilch mit einem Fettge-
halt ≤0,3 %. Einerseits ist der Inhibitor für die mTG durch die UHT-Behandlung in seiner
Aktivität gehemmt und andererseits entfällt eine zusätzliche Entfettung der Milch für die
angewandten Analysenmethoden. Abweichend davon kamen bei der Ermittlung der Stabi-
lität der Micellstruktur gegenüber einer enzymatischen Proteolyse isolierte Caseinmicellen
aus pasteurisierter Milch zum Einsatz. Der Grundgedanke war hierbei, die Assoziation von
Molkenproteinen mit den Micellen infolge einer Wärmebehandlung und den daraus resul-
tierenden Einfluss auf die Angreifbarkeit der Caseinmicellen durch proteolytische Enzyme
zu minimieren. Die UHT-Magermilch bzw. die Micelllösung wurden zur Quervernetzung
mit 4 U mTG/g CN bei 40 ◦C für 1 h inkubiert, wobei eine ca. 20 %ige Oligomerisierung
erreicht wurde, welche im technologischen Anwendungsbereich liegt. Die Destabilisierung
der micellaren Struktur wurde mittels Trübungsmessung, DLS und PLRP-S-HPLC verfolgt.
Mithilfe der Trübungsmessung bei 633 nm, welche in Kap. 2.3.5.1 ausführlich erklärt ist,
lassen sich Prozesse wie Zerfall (Abnahme der Trübung bzw. Trübungsindex TI) sowie Quel-
lung und Aggregation (Zunahme der Trübung bzw. des Trübungsindex TI) als Parameter der
Micellstabilität ermitteln. Bei der DLS ist die Bestimmung der Veränderung des mittleren
hydrodynamischen Micellradius RH möglich (Kap. 2.3.5.2) und bei der hier eingesetzten
PLRP-S-HPLC-Messung lassen sich Aussagen über den extramicellaren Caseinanteil täti-
gen (Kap. 4.2.4).
Das Wissen über Faktoren, welche die micellare Struktur und damit deren Stabilität beein-
flussen, ist vor allem in der Milchindustrie bei der Herstellung von gelierten oder ausgeflock-
ten Produkten wie Joghurt, Käse oder Eiscreme von Interesse.
4.1.1 Untersuchung der Stabilität der micellaren Struktur gegenüber einem
EDTA-Zusatz
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) gehört zu der Gruppe der Komplexbildner. Wird das
Calcium der Milch durch EDTA gebunden, verursacht dies einen Abbau des kolloidalen Cal-
ciumphosphates (CCP) verbunden mit einer Freisetzung von Casein aus der Micelle (Griffin
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et al., 1988; Udabage et al., 2001; Zhang und Goff, 2004). Diese Veränderung in der micella-
ren Struktur infolge einer Ca2+-Komplexierung durch Zusatz von EDTA in Konzentrationen
von 0 bis 45 mM wurde im Rahmen der Arbeit an „nativen“ und quervernetzten Caseinmi-
cellen mittels Trübungsmessung, DLS sowie PLRP-S-HPLC verfolgt. In Abb. 4.1 sind die
Veränderung des TI und des RH und in Abb. 4.2 die Ergebnisse der PLRP-S-HPLC-Analyse
aufgezeigt.
Caseinmicellen ohne mTG-Vorbehandlung
Mit zunehmender EDTA-Konzentration bis 0,3 mM ist eine Abnahme des TI der unbehan-
delten Magermilchprobe von 0 auf -0,640 und des RH von 107 auf 70 nm zu verzeichnen
(Abb. 4.1). Dieses deutet auf eine Verminderung der Micellgröße infolge einer Destabilisie-
rung der micellaren Struktur durch EDTA hin. Eine weitere Erhöhung des EDTA-Zusatzes
auf eine Konzentration von 0,45 mM führt zu einem Zerfall der Caseinmicellen verbunden
mit Aggregationsprozessen, welche sich in einem starken Anstieg des TI auf 0,613 sowie in
einer Zunahme des RH auf 99 nm widerspiegeln. Wird die EDTA-Menge noch weiter ge-
steigert, resultiert eine Niederschlagsbildung. Zur genaueren Charakterisierung des Destabi-
lisierungsmechanismus wurden die Milchproben vor und nach EDTA-Zusatz (0,15 mM) zur
Abtrennung der Caseinmicellen bei 11000 U/min für 10 min zentrifugiert und die im Über-
stand befindlichen extramicellaren Caseine mittels PLRP-S-HPLC analysiert. Zur Auswer-
tung wurde die prozentuale Veränderung der Peakflächen des β-Caseins sowie des αS1-Ca-
seins infolge eines EDTA-Zusatzes ermittelt (Abb. 4.2). Es zeigte sich hierbei, dass durch
eine EDTA-Zugabe von 0,15 mM der extramicellare β-Caseinanteil um ca. 23 % und der
extramicellare αS1-Caseinanteil um ca. 67 % zunimmt.
Caseinmicellen mit mTG-Vorbehandlung
Die Ergebnisse der Trübungsmessung sowie der DLS der mit 4 U mTG/g CN behandel-
ten und damit quervernetzten UHT-Magermilch in Abb. 4.1 zeigen im Vergleich zur un-
behandelten UHT-Magermilch (Referenzmilch) eine verminderte Abnahme des TI und des
RH im Bereich geringer EDTA-Konzentrationen bis 0,3 mM. So sinkt beispielsweise der
TI bei 0,15 mM EDTA für die mTG-behandelte Probe nur auf -0,452, während der TI
der nicht quervernetzten UHT-Magermilch auf -0,542 reduziert wurde. Der RH bleibt bei
dieser EDTA-Konzentration konstant. Dies deutet auf eine verbesserte Stabilität der mi-
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Abb. 4.1: (a) Trübungsindex TI und (b) hydrodynamischer Radius RH von Caseinmicellen einer
UHT-Magermilch ohne und mit mTG-Behandlung (4 U mTG/g CN, 40 ◦C, 1 h) in Ab-
hängigkeit der EDTA-Konzentration; blau: 0 U mTG/g CN, grün: 4 U mTG/g CN
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Abb. 4.2: Anteil an extramicellarem (a) β-Casein und (b) αS1-Casein von UHT-Magermilch ohne
und mit mTG-Behandlung (4 U mTG/g CN, 40 ◦C, 1 h) in Abhängigkeit der EDTA-
Konzentration, ermittelt mittels PLRP-S-HPLC; dunkle Balken: 0 mM EDTA, helle Bal-
ken: 0,15 mM EDTA
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cellaren Struktur infolge der enzymatischen Proteinquervernetzung hin. Wird die ETDA-
Konzentration auf > 0,3 mM erhöht, nehmen der TI und der RH wieder zu. Dies ist wie bei
der Referenzmilch auf Aggregationsprozesse infolge eines Zerfalls der micellaren Struktur
zurückzuführen. Die Ergebnisse der PLRP-S-HPLC-Analyse in Abb. 4.2 zeigen, dass auch
für die quervernetzte UHT-Magermilch eine durch EDTA induzierte Zunahme des extrami-
cellaren Caseinanteils erfolgt. Jedoch bleibt die hier detektierte Menge an nicht micellarem
Casein deutlich unterhalb der der Referenzprobe. Es bleibt somit mehr Casein innerhalb der
Caseinmicelle gebunden.
Hypothetischen Mechanismus der Destabilisierung der Micellstruktur durch EDTA
Diese Ergebnisse erlauben es nun, einen hypothetischen Mechanismus der Destabilisierung
der Micellstruktur durch EDTA aufzustellen (Abb. 4.3 A). Durch einen Zusatz von EDTA zu
Milch werden die Calciumionen komplexiert. Die verminderte Konzentration an Calcium-
ionen wird durch einen Übergang des micellaren Calciums in die lösliche Phase kompensiert
(Lin et al., 2006). Diese stehen somit nicht mehr dem Micellsystem zur Verfügung, wo-
durch weniger Calciumphosphatbrücken, welche für die Stabilität und den Zusammenhalt
der Micellstruktur verantwortlich sind, ausgebildet werden. Ebenfalls werden durch einen
Verlust der Calciumphosphatbrücken die negativ geladenen P-Ser-Reste der Caseine frei-
gelegt und dadurch die elektrostatische Abstoßung zwischen den Caseinen erhöht. Infolge-
dessen kommt es zur Dissoziation von Casein aus der Micelle (Ward et al., 1997; Udabage
et al., 2001). Die Micellgröße wird vermindert. Dieser Vorgang spiegelt sich in der beo-
bachteten Zunahme des extramicellaren Caseinanteils sowie in der Verminderung des TI
und des RH bei EDTA-Konzentrationen in Bereich von 0 bis 0,3 mM wider (Abb. 4.3 A,
Schritt 1 und 2). Da bei der Destabilisierung mehr αS1-Casein im Vergleich zu β-Casein aus
dem Micellverband freigesetzt wird, kann vermutet werden, dass αS1-Casein vorwiegend
über Calciumphosphatbrücken in der Micelle gebunden ist, während β-Casein zusätzlich
noch über starke hydrophobe Wechselwirkungen in der Micelle gehalten wird. Werden sehr
hohe EDTA-Mengen (> 0,3 mM) der Milchprobe zugegeben, so induziert dies einen Zerfall
der Micellstruktur verbunden mit Aggregationsprozessen, welche zu einer Zunahme des TI
und zu einem größeren RH führen (Abb. 4.3 A, Schritt 3). Basierend auf der Annahme dass
1:1-Komplexe zwischen EDTA und Calcium gebildet werden, lässt sich erkennen, dass bei
einem beginnenden Zerfall der Micellstruktur bei 0,3 mM EDTA bereits ca. 70 % des ge-
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Abb. 4.3: Postulierter Mechanismus der Destabilisierung der micellaren Struktur durch EDTA;
A: ohne mTG-Behandlung, B: mit mTG-Behandlung
samten Calciums der Milch komplexiert wurden.
Für die durch mTG quervernetzten Caseinmicellen lässt sich folgendes erkennen (Abb. 4.3 B).
Der Prozess der Calciumkomplexierung durch EDTA läuft ungehindert ab, wodurch auch
bei den vernetzten Micellen die Ausbildung der Calciumphosphatbrücken vermindert wird.
Jedoch zeigen die Untersuchungen, dass die micellare Struktur v.a. bei geringen EDTA-
Konzentrationen erhalten bleibt. Grundlage hierfür sind die beobachtete verminderte Abnah-
me des TI, der konstante RH und die reduzierte Freisetzung von Casein aus der Micelle. Um
diese Stabilität der Caseinmicellstruktur zu gewährleisten, wird vermutet, dass die Isopepti-
de durch eine mTG-Behandlung netzartig vorwiegend in der äußeren Micellschicht ausge-
bildet werden. Werden nun infolge einer Calciumkomplexierung weniger Calciumphosphat-
brücken ausgebildet, kann dieses Isopeptidnetzwerk die stabilisierende Rolle dieser Brücken
übernehmen. Eine Dissoziation von Caseinen aus der Micelle wird vermindert und die grund-
legende Micellstruktur stabilisiert (Abb. 4.3 B, Schritt 1). Bei hohen EDTA-Konzentrationen
(> 0,3 mM) erfolgt jedoch auch bei den vernetzten Micellen ein Zerfall, verbunden mit Ag-
gregationen, welche sich in einer Zunahme des TI und des RH zeigen (Abb. 4.3 B, Schritt 2
und 3).
Eine erhöhte Stabilität mTG-vernetzter Caseinmicellen gegenüber einer Calciumkomplexie-
rung wurde ebenfalls von Huppertz et al. (2007) und Smiddy et al. (2006) berichtet. Huppertz
et al. (2007) untersuchten den Effekt von Tricalciumcitrat auf vollständig quervernetzte Ca-
seinmicellen einer Caseinmicell-Suspension und konnten u.a. anhand der Trübung und durch
eine Bestimmung des RH eine Stabilität der Micellstruktur gegenüber einem Zerfall feststel-
len. Smiddy et al. (2006) zeigten anhand rekonstituierter Magermilch, dass durch eine vorhe-
rige Inkubation mit mTG die Abnahme des L-Values, d.h. die Menge des zurückgestreuten
Lichtes als Maß für die Zerstörung der Micellstruktur, bei einem Zusatz des Komplexbild-
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ners Trinatriumcitrat verringert ist. Diese Ergebnisse können nun durch die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durchgeführten Untersuchungen auch auf das komplexe System Milch
ausgeweitet werden. Des Weiteren wurde in dieser Arbeit der Effekt einer ca. 20 %igen
Oligomerisierung, welche im technologischen Anwendungsbereich liegt, untersucht, wobei
eine Kombination verschiedener Analysemethoden (Bestimmung TI, RH und Anteil an ex-
tramicellarem Casein) einen Rückschluss auf den Mechanismus der Destabilisierung bzw.
Stabilisierung erlaubte.
4.1.2 Untersuchung der Stabilität der micellaren Struktur gegenüber einem
Ethanolzusatz
Durch Ethanol werden die elektrostatischen sowie die hydrophoben Wechselwirkungen zwi-
schen den Proteinen beeinflusst (Jukes und Schmidt, 1934; O’Connell et al., 2001; Pierre,
1985; O’Connell et al., 2001). Daher war die Charakterisierung des Effektes von Ethanol auf
die micellare Struktur in dieser Arbeit von Interesse. Hierzu wurden die ohne bzw. mit mTG
behandelten Magermilchproben mit unterschiedlichen Ethanolmengen (0 bis 73 vol%) ver-
setzt und die micellare Struktur anhand der Trübungsmessung, DLS sowie PLRP-S-HPLC
entsprechend der Stabilitätsuntersuchung bei EDTA-Zusatz (Kap. 4.1.1) analysiert. Der Ver-
lauf des TI sowie die Änderung des RH in Abhängigkeit der Ethanolkonzentration sind in
Abb. 4.4 und Abb. 4.5 und die Veränderung des extramicellaren Caseinanteils ist in Abb. 4.6
aufgezeigt.
Caseinmicellen ohne mTG-Vorbehandlung
Ein Ethanolzusatz zur UHT-Magermilch ohne mTG-Vorbehandlung verursacht bis zu einer
Konzentration von 18 vol% eine Erhöhung des TI von 0 auf 0,692, während durch eine wei-
tere Steigerung der Ethanolmenge auf 55 vol% eine Verminderung des TI auf 0,037 resultiert
(Abb. 4.4 a). Die beobachtete Zunahme bzw. die Abnahme des TI korrelieren hierbei nach
Schorsch et al. (2000b) und Regnault et al. (2004) mit einer Zunahme bzw. Abnahme der Mi-
cellgröße. Die in Abb. 4.4 a erkennbare anschließende starke Erhöhung des TI auf 2,119 bei
73 vol% Ethanol ist auf einen Zerfall der micellaren Struktur verbunden mit Aggregations-
prozessen zurückzuführen, welche letztendlich zu einem Ausflocken der Milchlösung führt.
Entgegengesetzt der Erwartungen aus den Trübungsuntersuchungen zeigt der mittels DLS
bestimmte RH einen anderen Kurvenverlauf (Abb. 4.4 b). So ist bis zu einer Ethanolkonzen-
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Abb. 4.4: (a) Trübungsindex TI und (b) hydrodynamischer Radius RH von Caseinmicellen einer
UHT-Magermilch ohne und mit mTG-Behandlung (4 U mTG/g CN, 40 ◦C, 1 h) in Ab-
hängigkeit der Ethanolkonzentration; blau: 0 U mTG/g CN, grün: 4 U mTG/g CN
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Abb. 4.5: Minimaler und maximaler hydrodynamischer Radius RH von Caseinmicellen einer UHT-
Magermilch ohne und mit mTG-Behandlung (4 U mTG/g CN, 40 ◦C, 1 h) in Abhängigkeit
der Ethanolkonzentration; blau: 0 U mTG/g CN, grün: 4 U mTG/g CN
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Abb. 4.6: Anteil an extramicellarem (a) β-Casein und (b) αS1-Casein von UHT-Magermilch ohne
und mit mTG-Behandlung (4 U mTG/g CN, 40 ◦C, 1 h) in Abhängigkeit der Ethanol-
konzentration, ermittelt mittels PLRP-S-HPLC; dunkle Balken: 0 vol% Ethanol, mittlere
Balken: 18 vol% Ethanol, helle Balken: 45 vol% Ethanol
tration von 37 vol% eine Abnahme des RH von 95 auf 70 nm zu verzeichnen. Mit Erhöhung
der Ethanolmenge auf 73 vol% steigt der RH auf 147 nm an. Ähnliche Ergebnisse zeigte Hor-
ne (1984, 1986), welcher eine Abnahme des RH bei ca. 20 vol% Ethanol von 93 auf 83 nm,
gefolgt von einer starken Zunahme bei höheren Ethanolkonzentrationen beobachtete. Wird
jedoch nicht nur der RH betrachtet, sondern die Micellgrößenverteilung v.a. der maximale
RH , lassen sich Übereinstimmungen mit dem Kurvenverlauf der Trübungsmessung erkennen
(Abb. 4.5). So weist der maximale RH eine Zunahme von 375 auf 759 nm in Gegenwart von
18 vol% Ethanol auf. Eine Erhöhung auf 55 vol% Ethanol führt zu einer Reduzierung auf
422 nm, gefolgt von einem starken Anstieg auf 2707 nm bei der höchsten getesteten Ethanol-
konzentration von 73 vol%. Des Weiteren wurde die Auswirkung eines Ethanolzusatzes auf
den Anteil an extramicellarem Casein in der Milch untersucht. Hierzu wurden entsprechend
der EDTA-Experimente die Zentrifugationsüberstände der UHT-Magermilchen bei 0, 18 und
45 vol% EtOH nach Abtrennung der Caseinmicellen mittels PLRP-S-HPLC analysiert. Die
erhaltenen Ergebnisse in Abb. 4.6 sollten zur besseren Interpretation der beobachteten Verän-
derungen der Micellgröße bzw. der Trübung infolge eines Ethanolzusatzes dienen. Bei einer
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geringen Ethanolkonzentration von 18 vol% ist eine Abnahme des „freien“ Caseinanteils zu
verzeichnen, wobei der Gehalt an extramicellarem β-Casein um 63 % und der Gehalt an ex-
tramicellarem αS1-Caseins um 44 % im Vergleich zur Probe ohne Ethanolzusatz vermindert
werden. Wird die Ethanolkonzentration auf 45 vol% erhöht, so nimmt der Anteil an nicht
micellarem Casein zu, d.h. die Caseine diffundieren aus dem Micellverband aus. Der Anteil
an β-Casein bzw. αS1-Casein steigt hierbei auf 79 bzw. 97 % des Ausgangsgehaltes, welcher
für die UHT-Magermilch bei 0 vol% Ethanol ermittelt wurde, an.
Caseinmicellen mit mTG-Vorbehandlung
Für die mit 4 U mTG/g CN inkubierte UHT-Magermilch zeigt sich ein signifikant vermin-
derter Einfluss von Ethanol auf den TI bzw. den maximalen RH im Vergleich zur Refe-
renzmilch (Abb. 4.4 a und Abb. 4.5). So ist beispielweise eine Zunahme des TI von 0 auf
0,253 bei 18 vol% Ethanol bzw. auf 0,502 bei 73 vol% Ethanol erkennbar, was nur ca. 37 %
bzw. 24 % der für die Referenzmilch beobachteten Trübungszunahme entspricht. Die bei
mittleren Ethanolkonzentrationen von 18 bis 55 vol% detektierte Abnahme des TI, welche
mit einer Verminderung der Micellgröße korreliert, ist bei der vernetzten UHT-Magermilch
ebenfalls nicht so stark ausgeprägt. Des Weiteren bleibt der ermittelte maximale RH im Be-
reich von 440 bis 570 nm über den gesamten untersuchten Ethanolgehalt von 18 bis 73 vol%
relativ konstant. Bei den Ergebnissen der PLRP-S-HPLC-Analyse in Abb. 4.6 ist ebenfalls
der verminderte Effekt eines Ethanolzusatzes auf quervernetzte Caseinmicellen ersichtlich.
Zwar weist die UHT-Magermilch mit mTG-Vorbehandlung entsprechend der Referenzmilch
eine Abnahme des extramicellaren Caseinanteils bei 18 vol% Ethanol und eine Zunahme
bei 45 vol% Ethanol auf, jedoch sind diese Veränderungen wesentlich geringer. Ferner zeigt
sich, dass die ermittelten Mengen an nicht micellarem Casein unterhalb der Mengen für die
Referenzmilch liegen. Somit bleibt infolge der Quervernetzung mehr Casein in den Micellen
gebunden. Die Veränderungen des RH entsprechen hingegen bis zu einer Ethanolkonzentra-
tion von 37 vol% denen der Referenzmilch (Abb. 4.4 b). Der RH sinkt hier ebenfalls von ca.
100 auf 69 nm. Wird die Ethanolmenge auf 73 vol% gesteigert, so resultiert dies aber nur in
einer geringen Zunahme des RH auf 80 nm.
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Hypothetischer Mechanismus der Destabilisierung der Caseinmicellen durch Ethanol
Ethanol besitzt im Vergleich zu Wasser eine kleinere Dielektrizitätskonstante. Dadurch steigt
der pK-Wert der sauren Aminosäureseitenketten bei Zugabe von Ethanol zu wässrigen Pro-
teinlösungen an und die Dissoziation der Aminosäureseitenketten wird zurückgedrängt (Ju-
kes und Schmidt, 1934). Diese Wirkung von Ethanol wird in Abb. 4.7 veranschaulicht, in
welcher der pH-Wert einer P-Ser-Lösung in Abhängigkeit der Ethanolkonzentration darge-
stellt ist. Ab ca. 20 vol% Ethanol steigt der pH-Wert der Lösung basierend auf einer vermin-
derten Dissoziation der Phosphatgruppe des P-Ser stark an. Infolge dieser reduzierten Disso-
ziation des P-Ser (O’Connell et al., 2001) sowie der Seitenketten der Asp und Glu (Jukes und
Schmidt, 1934) wird die Stabilität der Calciumphosphat-Nanocluster und damit die struktu-
relle Stabilität der Caseinmicelle vermindert. Zusätzlich wird durch die Anwesenheit von
Ethanol die Löslichkeit der mineralischen Komponenten der Milch (z.B. der Calciumphos-
phate) gesenkt (Pierre, 1985), wodurch eine Entfernung von Calcium aus der Micelle erfolgt
(Horne, 1987). Neben diesen genannten Effekten wirkt sich ein Ethanolzusatz weiterhin auf
die die Micellstruktur stabilisierenden hydrophoben Kräfte aus (O’Connell et al., 2001).
Diese Effekte und die mittels der verschiedenen Untersuchungsmethoden erhaltenen Ergeb-
nisse lassen den in Abb. 4.8 A dargestellten Destabilisierungsmechanismus der micellaren
Struktur bei Zusatz von Ethanol vermuten. Geringe Ethanolkonzentrationen bis ca. 18 vol%
vermindern die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Caseinen, wodurch ein Auf-
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Abb. 4.7: pH-Wert einer P-Ser-Lösung in Abhängigkeit der Ethanolkonzentration
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quellen der Micellen ermöglicht wird. Es werden freie Caseine in / an die micellare Struktur
über die „gestärkten“ ionischen Wechselwirkungen gebunden, der TI sowie der maximale
RH nehmen zu und der freie Caseinanteil ab. Ein Zusammenhalt der Micelle ist hierbei über
die vorhandenen elektrostatischen Wechselwirkungen gegeben (Abb. 4.8 A, Schritt 1). Mit
einer weiteren Erhöhung der Ethanolkonzentration > 20 vol% wird die Dielektrizitätskon-
stante vermindert und der pK-Wert der Aminosäureseitenketten erhöht. Hierdurch nimmt
die Protonierung der P-Ser-Reste sowie der sauren Aminosäureseitenketten zu, wodurch die
Ausbildung der Calciumphosphat-Nanocluster (Calciumphosphatbrücken) vermindert wird.
Zusätzlich führt Ethanol zur Reduzierung der Löslichkeit von Calciumphosphat, was in ei-
ner Entfernung von Calcium aus der Micelle resultiert (Pierre, 1985; Horne, 1987). Die
micellare Struktur wird destabilisiert und es erfolgt eine Dissoziation von Casein aus dem
Micellverband, wodurch die Micellgröße vermindert wird. Der TI und der maximale RH
nehmen ab und der extramicellare Caseinanteil zu (Abb. 4.8 A, Schritt 2). Da im Gegen-
satz zur EDTA-Destabilisierung durch einen Ethanolzusatz Calciumphosphatbrücken sowie
hydrophobe Wechselwirkungen beeinflusst werden, diffundieren hierbei β-Casein als auch
αS1-Casein gleichermaßen aus dem Micellverband aus. Bei einer hohen Ethanolkonzentra-
tion von 73 vol% ist letztendlich ein Zerfall der Micellstruktur verbunden mit einer Aggre-
gation und beginnender Niederschlagsbildung zu beobachten (Abb. 4.8 A, Schritt 3). Ferner
wurde mit Erhöhung der Ethanolkonzentration von 0 auf 37 vol% eine Abnahme des RH von
95 auf 70 nm beobachtet, welche sich wie folgt erklären lässt. Nach Horne (1984) und John-
ston et al. (2002) führt eine Verminderung der Dielektrizitätskonstante durch Zugabe von
Ethanol zu einem Zerfall der aus der Caseinmicelloberfläche herausragenden C-terminalen
Region des κ-Caseins. Diese κ-Caseinschicht weist nach Dwyer et al. (2005) eine Dicke von
ca. 20 nm auf, was in etwa der beobachteten Verminderung des RH entspricht.
Abb. 4.8: Postulierter Mechanismus der Destabilisierung der micellaren Struktur durch Ethanol;
A: ohne mTG-Behandlung, B: mit mTG-Behandlung
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Der aus den Untersuchungsergebnissen abgeleitete Einfluss einer mTG-katalysierten Quer-
vernetzung auf den hypothetischen Mechanismus der Destabilisierung von Caseinmicellen
durch Ethanol ist in Abb. 4.8 B dargestellt. Bei geringen Ethanolkonzentrationen bis 18 vol%
werden ebenfalls die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Caseinen innerhalb der
Micelle geschwächt. Ein dadurch induziertes Aufquellen der Micelle wird aber durch das
Isopeptidnetzwerk, welches vermutlich vorwiegend in der äußeren Micellschicht durch mTG
ausgebildet wird und die grundlegende micellare Struktur festigt, vermindert. Der TI und
der maximale RH weisen nur eine geringe Zunahme auf (Abb. 4.8 B, Schritt 1). Wird die
Ethanolkonzentration auf 55 vol% erhöht, induziert dies zusätzlich eine verminderte Aus-
bildung von Calciumphosphatbrücken. Der Wegfall der stabilisierenden Brücken wird aller-
dings ebenfalls durch das Isopeptidnetzwerk kompensiert, wodurch weniger Caseine aus der
Micelle austreten und die Micellgröße relativ konstant bleibt bzw. nur gering abnimmt. Die
Abnahme des TI und des maximalen RH sowie die Zunahme des extramicellaren Caseinan-
teils sind im Vergleich zur Referenzmilch verringert (Abb. 4.8 B, Schritt 2). Des Weiteren
tritt auch bei sehr hohen Ethanolkonzentrationen von 73 vol% kein Zerfall der micellaren
Struktur ein. Der Kurvenverlauf des TI bzw. des RH und maximalen RH weisen keinen für
einen Zerfall / Aggregation typischen Anstieg auf. Die „intakte“ Micelle verbleibt daher
auch bei 73 vol% Ethanol in Lösung (Abb. 4.8 B, Schritt 3). Der durch Ethanol verursachte
Zerfall der κ-Caseinschicht wird dagegen durch eine vorherige Inkubation mit mTG nicht
verhindert. So wurde entsprechend der Referenzmilch auch hier eine Abnahme des RH um
ca. 30 nm bei einer Steigerung der Ethanolkonzentration von 0 auf 37 vol% detektiert.
Die beobachtete erhöhte Stabilität der vernetzten Caseinmicelle gegenüber einer durch Etha-
nol induzierten Koagulation stimmt mit den Ergebnissen von Huppertz und de Kruif (2007a)
überein. Anhand von Magermilch zeigten Huppertz und de Kruif (2007a), dass infolge einer
mTG-Behandlung erst bei einer höheren Konzentration an Ethanol eine visuelle Koagulation
zu beobachten ist.
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4.1.3 Untersuchung der Stabilität der micellaren Struktur gegenüber einer
Hochdruckbehandlung
Neben chemischen Reagenzien kann auch eine Hochdruckbehandlung die Wechselwirkun-
gen innerhalb der Caseinmicelle beeinflussen. So werden durch Druck einerseits die hydro-
phoben Wechselwirkungen vermindert (Huppertz et al., 2004) und andererseits das Mine-
ralsalzgleichgewicht zwischen kolloidalem Calcium und löslichem Calcium verändert (Gau-
cheron et al., 1997). In der Arbeit wurde daher die Auswirkung von Hochdruck auf die Struk-
tur von quervernetzten und nicht quervernetzten Caseinmicellen einer UHT-Magermilch ana-
lysiert. Die Druckbehandlung erfolgte hierzu für 10 min bei 25 ◦C über einen Bereich von
0 bis 400 MPa, da nach Huppertz und de Kruif (2007b) bei 400 MPa bereits alles micellare
Calciumphosphat gelöst vorliegt. Als Parameter der micellaren Stabilität dienten die Micell-
größenveränderung sowie die Veränderung der Trübungseigenschaften in Abhängigkeit des
angewandten Druckes (Abb. 4.9).
Caseinmicellen ohne mTG-Vorbehandlung
Für die nicht mit mTG-behandelte UHT-Magermilch zeigt sich eine kontinuierliche Abnah-
me des TI und des RH mit Zunahme des Druckes (Abb. 4.9). Für den TI ist eine Verminde-
rung von 0 auf -0,757 mit Erhöhung des Druckes von 0 auf 400 MPa zu erkennen. Eine Ab-
nahme des TI einer Magermilch infolge einer Druckbehandlung konnte ebenfalls von Needs
et al. (2000) und Regnault et al. (2004) beobachtet werden, welche diese Trübungsverän-
derung auf eine Veränderung in der Micellgröße zurückführten. Für den RH zeigt sich eine
Verminderung von 110 auf 64 nm mit Steigerung des Druckes von 0 auf 400 MPa. Druck-
behandlungen bis 300 MPa verursachen hierbei eine Abnahme des RH um 24 %, während
eine Inkubation bei 400 MPa in einer Verminderung der Micellgröße um 42 % resultiert.
Untersuchungen von Anema et al. (2005) und Needs et al. (2000) bestätigen die Abnahme
der Micellgröße durch eine Druckbehandlung bei 20 ◦C im Bereich von 100 bis 400 MPa.
Eine von Anema et al. (2005) und Huppertz et al. (2006) beobachtete Zunahme des RH bei
geringen Drücken von 200 bis 250 MPa infolge einer Reassoziation der dissoziierten Casein-
partikel, konnte hier aufgrund der geringeren Druckhaltezeit von 10 min nicht beobachtet
werden (vgl. Kap. 2.4.2).
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Abb. 4.9: (a) Trübungsindex TI und (b) hydrodynamischer Radius RH von Caseinmicellen einer
UHT-Magermilch ohne und mit mTG-Behandlung (4 U mTG/g CN, 40 ◦C, 1 h) in Ab-
hängigkeit einer Druckbehandlung; blau: 0 U mTG/g CN, grün: 4 U mTG/g CN
Caseinmicellen mit mTG-Vorbehandlung
Die Ergebnisse der Stabilitätsmessungen für die zuvor mit mTG quervernetzten Caseinmicel-
len einer UHT-Magermilch in Abb. 4.9 lassen Unterschiede im Vergleich zur Referenzmilch
v.a. im Bereich „geringer“ Drücke erkennen. Die Abnahme des TI infolge einer Druckbe-
handlung bei 100 und 200 MPa ist im Vergleich zur Referenzprobe vermindert. Eine Erhö-
hung des Druckes auf 300 MPa induziert eine mit der Referenzmilch vergleichbare Abnah-
me des TI auf -0,633, während bei 400 MPa aufgrund der sichtbaren Gelbildung der TI nicht
mehr messbar war. Für den RH , bestimmt mittels DLS, zeigt sich, dass eine Inkubation bei
100 bzw. 200 MPa keinen deutlich ausgeprägten Effekt auf die Micellgröße besitzt. So bleibt
der ermittelte RH relativ konstant bei ca. 106 nm bzw. weist nur eine geringe Zunahme von
ca. 7 % auf 113 nm auf. Hingegen führen Druckbehandlungen von 300 sowie 400 MPa zu
einer Zunahme der Micellgröße, welche auf einen Zerfall der micellaren Struktur verbunden
mit Aggregationsprozessen hindeutet. Die bei 300 und 400 MPa erkennbaren relativ großen
Fehlerbereiche der Messergebnisse basieren auf dieser nach dem Druckabbau eintretenden
Gelbildung.
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Hypothetischer Mechanismus der Destabilisierung der Caseinmicellen durch Anwendung
von Hochdruck
Der Effekt einer Druckbehandlung auf die micellare Struktur lässt sich nun wie folgt be-
schreiben (Abb. 4.10 A). Unter Druck werden Prozesse bevorzugt, welche zu einer Verklei-
nerung des Volumens des Systems führen. Da bei geringen Drücken das Molvolumen des an
hydrophoben Bereichen angelagerten Wassers kleiner ist als das des freien Wassers, kommt
es zur Auflösung der hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Caseinen (Huppertz
et al., 2006). Ferner werden bei einer Druckerhöhung die elektrostatischen Bindungen zwi-
schen den Caseinen und den anorganischen Bestandteilen der Micelle geschwächt, da durch
die Elektrostriktion der Wassermoleküle um die geladenen Gruppen ebenfalls eine Volu-
menverkleinerung erreicht wird (Regnault et al., 2004). Infolgedessen wird das kolloidale
Calciumphosphat gelöst und die Ausbildung der Calciumphosphatbrücken vermindert. So
zeigten Untersuchungen an einer Suspension von Caseinmicellen, dass bei 100 MPa 25 %,
bei 200 MPa 50 %, bei 300 MPa 75 % und bei 400 MPa 100 % des micellaren Calciumphos-
phats bereits in gelöster Form vorliegen (Huppertz und de Kruif, 2007b). Die Micelle wird
destabilisiert und die Caseine diffundieren aus dem Micellverband aus. Dies resultiert in ei-
ner Verminderung der Micellgröße sowie der Trübung der UHT-Magermilch (Abb. 4.10 A,
Schritt 1 und 2). Bei einem Druck vom 400 MPa ist die micellare Struktur vermutlich fast
vollständig „zerstört“, da hier eine verstärkte Abnahme des RH beobachtet wurde. Im Hin-
blick auf die unterschiedlichen Caseinarten zeigen Lopez-Fandino et al. (1998) in ihren Un-
tersuchungen, dass die Dissoziation aus dem Micellverband mit der Anzahl an Phospha-
testergruppen im Caseinmolekül in der Reihenfolge β-Casein > κ-Casein > αS1-Casein >
αS2-Casein zunimmt.
Abb. 4.10: Postulierter Mechanismus der Destabilisierung der micellaren Struktur durch Anwendung
von Hochdruck; A: ohne mTG-Behandlung, B: mit mTG-Behandlung
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Ausgehend von den Ergebnissen der Stabilitätsmessungen ist es weiterhin möglich, den
Einfluss einer intramicellaren Caseinquervernetzung auf die Druckstabilität der micellaren
Struktur zu beschreiben (Abb. 4.10 B). Durch Anwendung von Hochdruck werden eben-
falls die hydrophoben und elektrostatischen (Calciumphosphatbrücken) Wechselwirkungen
zwischen den Caseinen vermindert. Der Verlust dieser micellstabilisierenden Wechselwir-
kungen kann aber durch die hochdruckstabilen kovalenten Isoeptidbindungen kompensiert
werden. So ist bei Drücken von 100 bis 200 MPa der Verlust von Casein aus der Micelle
aufgrund des Isopeptidnetzwerkes reduziert und die micellare Struktur bleibt erhalten. Dies
zeigt sich in der verminderten Abnahme des TI im Vergleich zur Referenzprobe und in dem
konstanten RH bei diesen Drücken (Abb. 4.10 B, Schritt 1). Drücke ≥ 300 MPa führen aber
auch bei den mTG-behandelten Caseinmicellen zu einem Zerfall der micellaren Struktur. Es
wurde eine Aggregation bzw. Gelbildung der durch den Zerfall gebildeten Micellfragmente
nach dem Druckabbau beobachtet, welche sich in einer Zunahme des RH widerspiegelten
(Abb. 4.10 B, Schritt 2).
Die hier beobachtete Erhöhung der Stabilität der Micellstruktur durch eine vorherige en-
zymatische Behandlung mit mTG wird durch die Forschungen von Huppertz und Smiddy
(2008) sowie Smiddy et al. (2006) bestätigt. So zeigten Smiddy et al. (2006) an rekonstitu-
ierter Serumprotein-freier Magermilch, durch Messung der Lichttransmission, dass infolge
der Quervernetzung die Zerstörung der Caseinmicelle bei Drücken von 250 und 300 MPa
vermindert ist. Huppertz und Smiddy (2008) untersuchten den Einfluss von Drücken von
300 bis 600 MPa auf rekonstituierte Magermilch. Sie konnten durch eine Bestimmung des
L-Value, als Maß für die Zerstörung der Caseinmicellstruktur, ebenfalls eine Stabilisierung
der Micellstruktur infolge einer mTG-Behandlung nachweisen.
4.1.4 Untersuchung der Stabilität der micellaren Struktur gegenüber einer
pH-Wertänderung
Der Gelbildungsprozess von Milch infolge einer pH-Wertabnahme wird z.B. in der Indus-
trie zur Herstellung von Joghurt- oder Quarkprodukten angewandt. Zur Verbesserung der
Gelstruktur, welche ein wichtiges Qualitätsmerkmal der Joghurtprodukte darstellt und somit
von besonderer Bedeutung ist, kann eine Behandlung der Ausgangsmilch mit Transglutami-
nase erfolgen. Die positiven Effekte einer Transglutaminase-Behandlung liegen in der ver-
minderten Synärese, der erhöhten Gelfestigkeit und der verbesserten Textur des Produktes
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Abb. 4.11: pH-Wert einer UHT-Magermilch bei Zusatz von GDL; blaue Markierung: zur Auswertung
der Untersuchungsproben verwendeter pH-Bereich
(Ishii et al., 1994). So ist es möglich, aus Transglutaminase-behandelter Milch fettarme Jo-
ghurtprodukte herzustellen, welche sich sensorisch nicht von Vollfettjoghurts unterscheiden
(Faergemand et al., 1999). Diese „makroskopischen“ Eigenschaften sind weitgehend unter-
sucht. Jedoch ist der Effekt einer Transglutaminase-Behandlung auf dem molekularen Ge-
biet noch teilweise ungeklärt. Daher war es ein weiteres Ziel der Arbeit, die Veränderung
der Micellstruktur von UHT-Magermilch und mTG-behandelter UHT-Magermilch bei einer
pH-Wertsenkung zu analysieren. Da die Säuerung mit Hilfe von Mikroorganismen stark von
verschiedenen Faktoren wie Temperatur und Konzentration abhängig ist, wird im Rahmen
dieser Arbeit als Säuerungsmittel Glucono-δ-lacton (GDL) eingesetzt, um reproduzierbare
Ergebnisse zu erhalten. GDL ist ein cyclischer Ester der Gluconsäure. Durch die Zugabe von
Wasser kommt es zu einer hydrolysebedingten Ringöffnung unter Bildung der freien Säu-
re. Aufgrund dieses Zwischenschrittes verläuft die pH-Wertsenkung langsam, ähnlich der
Säuerung durch Mikroorganismen, ab (Belitz et al., 2001). Zur Untersuchung wurde eine
Menge an GDL ausgewählt, bei welcher der pH-Wert von 4,6 und damit der isoelektrische
Punkt der Caseine innerhalb von 2 h erreicht wird (Abb. 4.11). Zur Charakterisierung der Mi-
cellstrukturveränderung während der Säuerung wurde die Trübungsmessung sowie die DLS
eingesetzt, deren Ergebnisse in Abb. 4.12 dargestellt sind. Zur Auswertung wurden hierbei
nur die Ergebnisse bis zu einem pH-Wert = 5,0 herangezogen, da bei pH < 5,0 ein sehr starker
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nicht reproduzierbarer Anstieg des TI und RH infolge der beginnenden Gelierung erfolgte.
Es wurde somit nur die Initialphase der Gelierung der Milch untersucht (blaue Markierung
in Abb. 4.11)
Caseinmicellen ohne mTG-Vorbehandlung
Für die UHT-Magermilch ohne mTG-Behandlung sinkt der TI von 0 auf -0,272 mit Abnahme
des pH-Wertes von pH = 6,8 auf pH = 5,7 und steigt bei weiterer pH-Wertsenkung anschlie-
ßend infolge einer beginnenden Aggregation der Caseine bzw. Micellen an (Abb. 4.12 a).
Diese Veränderung der Trübung durch eine pH-Wertsenkung wurde ebenfalls von Schorsch
et al. (2000b) unter Verwendung einer micellaren Caseindispersion in SMUF beschrieben.
Betrachtet man die Ergebnisse der DLS in Abb. 4.12 b, so ist nur eine geringe Abnahme
des RH von 105 auf 98 nm bis zu pH = 5,0 zu verzeichnen. Ab pH < 5,0 hingegen steigt
der RH stark an. In Übereinstimmung damit stehen die Ergebnisse von Lieske et al. (1999),
welche ebenfalls nur eine geringe Reduzierung des RH um ca. 15 nm bei Verminderung des
pH-Wertes von pH = 6,7 auf 5,67 nachwiesen.
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Abb. 4.12: (a) Trübungsindex TI und (b) hydrodynamischer Radius RH von Caseinmicellen einer
UHT-Magermilch ohne und mit mTG-Behandlung (4 U mTG/g CN, 40 ◦C, 1 h) in Ab-
hängigkeit des pH-Wertes; blau: 0 U mTG/g CN, grün: 4 U mTG/g CN
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Caseinmicellen mit mTG-Vorbehandlung
Im Vergleich zur Referenzmilch zeigt sich bei der mTG-behandelten UHT-Magermilch zwar
ein ähnlicher Kurvenverlauf des TI in Abhängigkeit des pH-Wertes, jedoch ist die Abnahme
vermindert (Abb. 4.12 a). So liegt das Minimum des TI bei pH = 5,7 bei -0,211, was einer
Verringerung um ca. 22 % entspricht. Wird der pH-Wert weiter reduziert, verläuft auch der
hier eintretende Anstieg des TI geringer, wobei aber bei pH = 5,2 der TI wieder ähnlich
der unbehandelten Referenzmilch ist. Die Ergebnisse der dynamischen Lichtstreuung zeigen
entsprechend der Referenzmilch keine Veränderung im RH im pH-Bereich von pH = 6,8 bis
5,2 (Abb. 4.12 b). Bei pH-Werten < 5,2 ist auch hier ein Anstieg infolge einer beginnenden
Gelierung beobachtbar.
Hypothetischer Mechanismus der Destabilisierung der Caseinmicellen durch eine Senkung
des pH-Wertes
Ausgehend von diesen Ergebnissen lässt sich folgender Mechanismus der Micellstrukturver-
änderung bei einer pH-Wertabnahme deuten (Abb. 4.13 A). Eine Senkung des pH-Wertes
führt zur Gleichgewichtsverschiebung der Hydrogenphosphate auf die Seite der Dihydro-
genphosphate. Da Calciumdihydrogenphosphat im Vergleich zum Calciumhydrogenphos-
phat besser löslich ist, verschiebt sich dadurch ebenfalls das Gleichgewicht der kolloidalen
Phase zur echt gelösten Phase. Bis pH = 5,0 bzw. 4,8 liegen praktisch alles Calcium und
anorganisch gebundenes Phosphor in gelöster Form vor (Law, 1996; Singh et al., 1996).
Dies bewirkt eine Destabilisierung der Caseinmicelle, wobei Caseine aus der Micellstruktur
freigesetzt werden (Dalgleish und Law, 1988). Da aber die Micellgröße laut der Untersu-
chungen mittels DLS während dieser Prozesse relativ konstant bleibt, ist der Austritt von
Casein aus der Micelle mit der Einlagerung von Wasser verbunden. Diese „gequollenen“ Mi-
cellen sind lockerer gepackt, wodurch sich die beobachtete Trübungsabnahme erklären lässt
(Abb. 4.13 A, Schritt 1 und 2). Wie auch bei einer Calciumkomplexierung durch EDTA,
werden bei einer pH-Wertsenkung durch eine verminderte Ausbildung von Calciumphos-
phatbrücken die P-Ser-Reste der Caseine freigelegt. Im Gegensatz zu einem EDTA-Zusatz,
besitzen allerdings die hier freigelegten P-Ser-Reste aufgrund des niedrigen pH-Wertes kei-
ne negative Ladung mehr. Die elektrostatische Abstoßung zwischen den Caseinen wird da-
durch nicht erhöht und somit die Stärke der vorhandenen hydrophoben Wechselwirkungen
zwischen den Caseinen in der Micelle nicht beeinflusst (Horne, 2008). Diese hydrophoben
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Abb. 4.13: Postulierter Mechanismus der Destabilisierung der micellaren Struktur durch eine Sen-
kung des pH-Wertes; A: ohne mTG-Behandlung, B: mit mTG-Behandlung
Wechselwirkungen können für den Zusammenhalt der Caseinmicelle während des „Quel-
lungsprozesses“ verantwortlich sein. Horne und Davidson (1986) beschreiben in Überein-
stimmung mit diesen Ergebnissen eine Veränderung im molekularen Gewicht der Caseinmi-
cellen infolge einer Verminderung des pH-Wertes von pH = 7 auf 6 ohne jedoch eine Ver-
änderung im RH zu beobachten. Wird der pH-Wert unter einen Wert von pH = 5,2 gesenkt,
kommt es zur starken Aggregation der Caseine infolge der Verminderung der elektrostati-
schen Abstoßung in der Nähe des isoelektrischen Punktes. Der TI sowie der RH zeigen hier
eine deutliche Zunahme (Abb. 4.13 A, Schritt 2).
Der Effekt der Caseinquervernetzung auf den Mechanismus der Micelldestabilisierung bei
einer Verminderung des pH-Wertes ist in Abb. 4.13 B dargestellt. Bei einer Auflösung der
Calciumphosphatbrücken infolge einer Verminderung des pH-Wertes von pH = 6,8 auf 5,7
verbleiben die Caseinmoleküle aufgrund der kovalenten Fixierung über Isopeptidbindun-
gen innerhalb der micellaren Struktur. Weniger Casein diffundiert aus der Micelle aus und
die Abnahme des TI ist vermindert. Da sich hierbei der RH nicht verändert, ist dies auch
mit einer Quellung der Micelle, d.h. Wassereinlagerung, verbunden (Abb. 4.13 B, Schritt
1 und 2). Der beginnende Aggregationsprozess zwischen den „freien“ Caseinen bzw. den
Caseinmicellen im pH-Bereich von pH = 5,7 bis 5,2 läuft im Vergleich zur Referenzmilch
leicht verzögert ab, da die hier beobachtete Zunahme des TI verringert ist. Wird der pH-
Wert unterhalb von pH = 5,2 gesenkt, so kommt es auch hier zu einer starken Aggregation
und damit zur Gelbildung, was sich in einer plötzlichen starken Zunahme des TI sowie des
RH zeigt. Das zuvor in der intakten Micelle ausgebildete Isopeptidnetzwerk könnte bei dem
Gelbildungsprozess eine Art Vorstrukturierung des Gelnetzwerkes bewirken, welche für die
erhöhte Gelfestigkeit verantwortlich ist (Abb. 4.13 B, Schritt 3).
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4.1.5 Auswirkung einer mTG-Behandlung auf die enzymatische Proteolyse
der Caseinmicellen
Infolge einer mTG-Behandlung von Milch wurde bei der Käseherstellung eine verzögerte
Labgerinnung beobachtet (Bönisch et al., 2008; Huppertz und de Kruif, 2007c; O’Sullivan
et al., 2002c). Eine Analyse des Milchserums durch O’Sullivan et al. (2002c) zeigte, dass
hier die Menge des Glykomakropeptides, welches während einer Inkubation mit Labenzym
freigesetzt wird, vermindert ist. Vermutlich wird durch die enzymatische Quervernetzung der
Caseine die Spaltung der Phe 105 - Met 106 - Bindung des κ-Caseins inhibiert und dadurch
eine Koagulation verzögert bzw. unterbunden (O’Sullivan et al., 2002c). Es ist aber auch
möglich, dass die Spaltung des κ-Caseins durch das Labenzym ungehindert ablaufen kann.
Die Freisetzung des hierbei gebildeten Glykomakropeptides erfolgt aber aufgrund einer vor-
herigen mTG-katalysierten Vernetzung an die in der Micelle befindlichen Caseine nicht, wo-
durch auch hier die sterische Stabilisierung der Micellen nicht verloren geht (O’Sullivan
et al., 2002c; Huppertz und de Kruif, 2007c). Für Plasmin, ein Enzym, welches bevorzugt
β-Casein zu γ-Caseinen spaltet, wurde ebenfalls eine verminderte Proteolyse infolge einer
Proteinquervernetzung von Milch festgestellt (O’Sullivan et al., 2002c). Diese Literaturda-
ten deuten darauf hin, dass die Proteine in den quervernetzten Caseinmicellen schlechter
für Enzyme zugänglich sind. Auswirkungen könnte dies, aus technologischer Sicht, auf den
Ablauf der Käsereifung haben. Ebenso könnten vernetzte Micellen einen Einsatz als Na-
nopartikel erfahren, welche gegenüber einem proteolytischen Abbau stabil sind und daher
als Transporter für verschiedene Substanzen in den menschlichen Körper dienen könnten.
Im Rahmen der Arbeit wurde daher der Effekt einer mTG-katalysierten Quervernetzung
auf die Proteolyse der Caseinmicellen durch die zwei Enzyme Pepsin und Chymotrypsin
analysiert. Um einen zusätzlichen Einfluss einer Hitzebehandlung der Milch (Anlagerung
der Molkenproteine an die Micelloberfläche) auf die Proteolyse zu minimieren, wurden die
Untersuchungen mit pasteurisierter Milch durchgeführt. Da diese Milch einen Inhibitor für
mTG enthält, wurden die Caseinmicellen durch Zentrifugation isoliert und in SMUF sus-
pendiert. Die erhaltene Micelllösung wurde anschließend mit mTG-Aktivitäten von 4 und
8 U mTG/g CN bei 40 ◦C für 1 h inkubiert, wobei ein Vernetzungsgrad von 20 und 43 %
erreicht wurde. Nach der Hitzeinaktivierung der mTG wurden die vernetzten Micelllösungen
sowie eine nicht mit mTG behandelte Micelllösung als Referenz mit verschiedenen Mengen
an Chymotrypsin bzw. Pepsin versetzt und die erfolgte Proteolyse mittels SDS-PAGE sowie
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die Veränderung der micellaren Struktur mittels DLS und Trübungsmessung charakterisiert.
4.1.5.1 Proteolyse mittels Chymotrypsin
Das Elektropherogramm der SDS-PAGE ist in Abb. 4.14 und die Ergebnisse der Stabilitäts-
untersuchungen mittels Trübungsmessung und DLS sind in Abb. 4.15 dargestellt.
Caseinmicellen ohne mTG-Vorbehandlung
Wird die „native“ Micelllösung mit Chymotrypsin inkubiert, so zeigt die SDS-PAGE einen
Abbau der Caseinmonomere unter Bildung von Peptiden. So nimmt die Intensität der Banden
der Monomere von αS1-Casein, αS2-Casein und β-Casein durch eine Inkubation mit Chy-
motrypsin ab, während Banden mit einem Molgewicht von < 21 kDa zunehmen (Abb. 4.14).
Die Intensität der Proteolyse steigt hierbei mit zunehmender Aktivität des Chymotrypsins
an, wobei bei 7 U/g CN kaum noch Caseinmonomere zu detektieren sind. Inwieweit sich
der beobachtete Proteinabbau durch Chymotrypsin auf die micellare Struktur auswirkt, wur-
de anhand der für die Micellstabilität charakteristischen Parameter TI und RH analysiert
(Abb. 4.15). Eine Inkubation mit einer geringen Chymotrypsinaktivität von 0,7 U/g CN be-
sitzt keinen Einfluss auf den TI und RH . Vermutlich wird aufgrund der geringeren Proteolyse,
bei welcher laut SDS-PAGE noch ein großer Anteil an Caseinmonomeren vorhanden ist, die
Micellstruktur nicht wesentlich beeinflusst. Wird die Chymotrypsinaktivität auf 3,5 U/g CN
erhöht, so resultiert eine starke Zunahme des TI von 0 auf 1,145 und des RH von 111 auf
145 nm. Bei Einsatz der höchsten Chymotrypsinmenge von 7,0 U/g CN, bei welcher die
Caseinmonomere laut SDS-PAGE fast vollständig proteolysiert wurden, ist eine weitere Zu-
nahme des TI auf 1,844 und des RH sogar auf 500 nm zu verzeichnen.
Caseinmicellen mit mTG-Vorbehandlung
Durch eine Inkubation der Micelllösung mit mTG werden die micellaren Caseine querver-
netzt. Diese Vernetzungsprodukte (Polymere) sind neben den Caseinmonomeren und Pepti-
den ebenfalls mittels SDS-PAGE detektierbar. Wird nun Chymotrypsin zur mTG-behandelten
Micelllösung zugegeben, so zeigt das erhaltene Elektropherogramm in Abb. 4.14 eine Ab-
nahme der Polymerbanden und der Monomerbanden unter Bildung von Peptidbanden mit
einer Molmasse < 21 kDa. Im Vergleich zur nicht quervernetzten Referenzprobe sind aber
diese Peptidbanden mengenmäßig geringer vorhanden. Demnach werden bei den vernetzten
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Abb. 4.14: SDS-PAGE einer Micelllösung (ohne und mit vorheriger mTG-Behandlung bei 40 ◦C für
1 h) nach Inkubation mit unterschiedlichen Mengen an Chymotrypsin; M: Molmassen-
marker, 1: 0 U Chymotrypsin/g CN, 2: 0,7 U Chymotrypsin/g CN, 3: 3,5 U Chymotryp-
sin/g CN, 4: 7,0 U Chymotrypsin/g CN
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Abb. 4.15: (a) Trübungsindex TI und (b) hydrodynamischer Radius RH von Caseinmicellen einer
Micelllösung ohne und mit mTG-Behandlung (4 bzw. 8 U mTG/g CN, 40 ◦C, 1 h) in
Abhängigkeit des Zusatzes an Chymotrypsin; blau: 0 U mTG/g CN, grün: 4 U mTG/g CN,
orange: 8 U mTG/g CN
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Caseinmicellen weniger Peptide gebildet. Dies deutet auf eine Stabilität der durch mTG-
vernetzten Caseinmicelle gegenüber einer Proteolyse durch Chymotrypsin hin. Dieses ist
vor allem bei der mit 8 U mTG/g CN inkubierten Micelllösung deutlich ausgeprägt. Eben-
falls zeigt sich im Elektropherogramm der SDS-PAGE, dass auch nach einer Inkubation mit
der höchsten Chymotrypsinaktivität noch Caseinpolymere nachweisbar sind. Anhand der Er-
gebnisse der Trübungsmessung und DLS (Abb. 4.15) ist erkennbar, dass der TI und RH der
mit 4 U mTG/g CN quervernetzten Micelllösung mit denen der Referenzprobe vergleichbar
sind. Der TI steigt bei einer Chymotrypsinaktivität von 7 U/g CN auf 1,030 und der RH auf
450 nm an. Bei einer Vorbehandlung der Micelllösung mit 8 U mTG/g CN hingegen konnte
über den gesamten getesteten Konzentrationsbereich von Chymotrypsin keine Veränderung
des TI bzw. RH detektiert werden.
Hypothetischer Mechanismus der Destabilisierung der Caseinmicellen durch eine Behand-
lung mit Chymotrypsin
Anhand der dargestellten Ergebnisse lassen sich die während einer Inkubation mit Chy-
motrypsin ablaufenden Prozesse in der Micelle wie folgt beschreiben (Abb. 4.16 A). Chy-
motrypsin ist eine Serinendoprotease und spaltet bevorzugt nach großen hydrophoben Ami-
nosäuren (Belitz et al., 2001). Wird eine Micelllösung mit Chymotrypsin versetzt, so werden
die intramicellaren Caseine in Peptide gespalten. Ab einem bestimmten Proteolysegrad der
Caseine verlieren die hydrophoben Wechselwirkungen sowie die Calciumphosphatbrücken
ihre stabilisierende Funktion für die micellare Struktur und die micellare Integrität geht ver-
loren. Es werden Quellungs- bzw. Aggregationsprozesse ermöglicht, wodurch der TI und der
RH zunehmen (Abb. 4.16 A, Schritt 1). Bei hohen Chymotrypsinaktivitäten von 7 U/g CN
sind mittels SDS-PAGE nahezu keine Caseinmonomere mehr detektierbar. Die micellare
Struktur wird hierbei vermutlich vollkommen zerstört und es kommt zu starken Aggrega-
tionsreaktionen zwischen den Micellresten bzw. den gebildeten Peptiden, welche die be-
obachtete starke Zunahme des RH auf 500 nm bei dieser Chymotrypsinmenge verursachen
(Abb. 4.16 A, Schritt 2).
Für die mTG-behandelte Micelllösung deuten die Ergebnisse auf eine erhöhte Stabilität der
quervernetzten Micelle gegenüber einem enzymatisch katalysierten Proteinabbau hin. Es
lässt sich folgendes vermuten (Abb. 4.16 B). Durch eine mTG-Behandlung werden die Ca-
seine vermutlich netzartig in der äußeren Micellschicht über Isopeptidbindungen verknüpft.
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Abb. 4.16: Postulierter Mechanismus der Destabilisierung der micellaren Struktur durch eine Be-
handlung mit Chymotrypsin; A: ohne mTG-Behandlung, B: mit mTG-Behandlung
Die an den Isopeptidbindungen beteiligten Gln-Reste im β-Casein befinden sich entspre-
chend der Ergebnisse aus Kap. 4.5.2 im hydrophoben Caseinteil. Da Chymotrypsin be-
vorzugt nach großen hydrophoben Aminosäuren spaltet, könnte durch die Isopeptide die
Zugänglichkeit der hydrophoben Aminosäuren für das Enzym sterisch behindert sein. Die
chymotryptische Spaltung der Caseinpolymere erfolgt nur im geringeren Umfang und das
Isopeptidnetzwerk bleibt dadurch zum Teil erhalten und kann die micellare Grundstruktur
stabilisieren. Ebenfalls kann durch das Isopeptidnetzwerk im Mantel der Caseinmicelle die
Proteolyse der Caseinmonomere im Micellinneren vermindert werden. Die Caseinmicelle
zerfällt nicht und es finden keine Quellungs- und Aggregationsprozesse statt. Der TI und
der RH bleiben konstant (Abb. 4.16 B, Schritt 1 und 2). Vorraussetzung für die beobachtete
Stabilitätserhöhung ist eine ausreichende intramicellare Quervernetzung, welche bei einer
Inkubation der Micelllösung mit 8 U mTG/g CN gegeben ist.
4.1.5.2 Proteolyse mittels Pepsin
Neben Chymotrypsin wurde auch der Effekt des Enzyms Pepsin auf die Caseinmicellstruk-
tur untersucht. Da aufgrund der Stabilität der Caseinmicellen bei pH = 6,8 gearbeitet werden
sollte, war es notwendig eine relativ hohe Konzentration an Pepsin, dessen pH-Optimum
nach Piper und Fenton (1965) bei pH = 2 liegt, zur Hydrolyse einzusetzen. Die durchge-
führten Untersuchungen besitzen demnach nur einen Modellcharakter und sind nicht auf im
Magen ablaufende Prozesse übertragbar. Die nach einer Inkubation mit 0, 107, 138 sowie
214 U Pepsin/g CN erhaltenen Micelllösungen (ohne und mit mTG-Vorbehandlung) wur-
den zur Analyse der micellaren Veränderungen mittels SDS-PAGE und Trübungsmessung
untersucht (Abb. 4.17 und Abb. 4.18).
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Abb. 4.17: SDS-PAGE einer Micelllösung (ohne und mit vorheriger mTG-Behandlung bei 40 ◦C für
1 h) nach Inkubation mit unterschiedlichen Mengen an Pepsin; M: Molmassenmarker,
1: 0 U Pepsin/g CN, 2: 107 U Pepsin/g CN, 3: 138 U Pepsin/g CN, 4: 214 U Pepsin/g CN
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Abb. 4.18: Trübungsindex TI von Caseinmicellen einer Micelllösung ohne und mit mTG-Behandlung
(4 bzw. 8 U mTG/g CN, 40 ◦C, 1 h) in Abhängigkeit des Zusatzes an Pepsin; blau:
0 U mTG/g CN, grün: 4 U mTG/g CN, orange: 8 U mTG/g CN
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Caseinmicellen ohne mTG-Vorbehandlung
Das erhaltene Elektropherogramm in Abb. 4.17 zeigt eine durch Pepsin verursachte Abnah-
me der Monomerbanden der Caseine und eine Zunahme von Banden, welche anhand ihrer
Lage kleineren Molmassen zuzuordnen sind. Demnach werden die Caseinmonomere infolge
einer Inkubation mit Pepsin unter Bildung definierter Peptide proteolytisch abgebaut, wobei
mit zunehmender Pepsinkonzentration die Hydrolyse verstärkt abläuft. Die Ergebnisse der
zugehörigen Trübungsmessung zeigen, dass schon der Zusatz der geringsten Pepsinaktivi-
tät von 107 U/g CN in einem starken Abfall des TI von 0 auf -0,803 resultiert (Abb. 4.18).
Diese Verminderung der Trübung ist auf eine Präzipitation des micellaren Caseins infolge
der Proteinhydrolyse durch Pepsin zurückzuführen. Die Caseine verbleiben hierbei nicht in
Lösung und können daher nicht mehr zur Trübung beitragen. Aufgrund dieser starken Nie-
derschlagsbildung, welche für den Betrachter sichtbar war (Abb. 4.17), war keine weitere
Analyse der Proben mittels DLS möglich.
Caseinmicellen mit mTG-Vorbehandlung
Bei der durch mTG vernetzten Micelllösung lassen sich Unterschiede in der Proteolyse im
Vergleich zur nicht mit mTG-inkubierten Probe feststellen. So ist keine deutliche Abnahme
der Caseinmonomerbanden durch eine Inkubation mit Pepsin erkennbar und die Intensität
und die Anzahl der Peptidbanden sind im Vergleich zur Referenzprobe deutlich reduziert
(Abb. 4.17). Infolge der intramicellaren Quervernetzung wird die Wirkung von Pepsin ver-
mindert. Dieser beobachtete Effekt der Quervernetzung auf den proteolytischen Abbau der
micellaren Caseine ist bei der mit 8 U mTG/g CN behandelten Micelllösung stärker aus-
geprägt als bei der mit 4 U mTG/g CN inkubierten Probe. Weiterhin ist festzustellen, dass
die durch mTG vernetzten Caseine stabil gegenüber einem Abbau durch Pepsin sind, da die
Polymerbanden, welche ebenfalls in der SDS-PAGE detektiert werden, keine deutliche Ab-
nahme in ihrer Intensität infolge einer Pepsinbehandlung aufweisen. Bei den Ergebnissen der
Trübungsmessung in Abb. 4.18, welche zur Charakterisierung der micellaren Struktur die-
nen, ist für die gering quervernetzte Micelllösung (4 U mTG/g CN) eine starke Abnahme des
TI von 0 auf -0,767 infolge einer durch Pepsin verursachten Caseinpräzipitation detektierbar.
Der TI der stärker vernetzten Micelllösung (8 U mTG/g CN) bleibt hingegen über den gesam-
ten Konzentrationsbereich an Pepsin annähernd konstant. Eine Niederschlagsbildung durch
die Einwirkung von Pepsin konnte für diese Probe nicht beobachtet werden (Abb. 4.17).
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Hypothetischer Mechanismus der Destabilisierung der Caseinmicellen durch eine Behand-
lung mit Pepsin
Der aus den Ergebnissen abgeleitete Mechanismus der Destabilisierung der micellaren Struk-
tur infolge einer Inkubation mit Pepsin ist in Abb. 4.19 A grafisch dargestellt. Bei Pepsin
handelt es sich um ein Enzym, welches bevorzugt an hydrophoben und aromatischen Ami-
nosäuren sowie auch an Leu angreift (Work und Burdon, 1981). Durch diesen Angriff wer-
den die micellaren Caseine gespalten und es werden vorwiegend hydrophobe Peptide gebil-
det. Im Hinblick auf die Reaktivität der Caseinarten stellten Krause et al. (1997) fest, dass
durch Pepsin bei pH = 6,5 und 30 ◦C die isolierten Caseinkomponenten in der Reihenfol-
ge κ-Casein > β-Casein > αS-Casein proteolysiert werden. Infolge des Caseinabbaus wird
die micellare Struktur destabilisiert, die Caseinmicelle zerfällt und es finden Aggregations-
prozesse statt, welche aufgrund der Hydrophobität der assoziierten Peptide zur Präzipitation
führen. Die Trübung der Micelllösung nimmt hierbei stark ab (Abb. 4.19 A, Schritt 1). Schon
eine geringe Hydrolyse der micellaren Caseine mit 107 U Pepsin/g CN führt zu einem Ver-
lust der micellaren Integrität.
Für die Destabilisierung der quervernetzten Caseinmicelle durch Pepsin ergibt sich folgen-
der Mechanismus (Abb. 4.19 B). Durch eine Quervernetzung wird der proteolytische An-
griff von Pepsin auf die micellaren Caseine vermindert. Es werden weniger Caseinmono-
mere zu Peptiden abgebaut. Des Weiteren sind auch die Caseinpolymere, welche durch eine
mTG-katalysierte Vernetzung entstanden sind, stabil gegenüber einer Proteolyse. Awad et al.
(1998) vermuten, dass eine geringere Hydrolyse von β-Casein durch Pepsin in Anwesenheit
von NaCl auf eine Proteinaggregation bei erhöhter Ionenstärke zurückzuführen ist, wodurch
die Spaltstellen im hydrophoben Teil des β-Caseins für das Enzym nicht mehr zugänglich
sind. Betrachtet man die in Kap. 4.5.2 identifizierten Reaktionsorte für β-Casein in der Mi-
Abb. 4.19: Postulierter Mechanismus der Destabilisierung der micellaren Struktur durch eine Be-
handlung mit Pepsin; A: ohne mTG-Behandlung, B: mit mTG-Behandlung
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celle, so ist erkennbar, dass die reaktiven Gln-Reste im hydrophoben Teil des Proteins loka-
lisiert sind. So befindet sich beispielsweise der mTG-reaktive Gln-Rest an Position 175 in
der Nähe zur bevorzugten Pepsinspaltstelle zwischen Leu 192 - Tyr 193 im β-Caseinmolekül
(Guillou et al., 1991). Demnach könnten durch die Isopeptidbindungen und die dadurch er-
reichte kovalente Aggregation der Caseine die Spaltstellen im hydrophoben Proteinabschnitt
des β-Caseins für Pepsin nur noch schwer zugänglich sein. Es erfolgt daher keine oder nur
noch eine geringe Spaltung der vernetzten Caseinpolymere. Diese „Schutzschicht“ des Iso-
peptidnetzwerkes schützt demnach das micellare Casein vor einer Hydrolyse und stabilisiert
zusätzlich die grundlegende Micellstruktur. Die micellare Struktur bleibt erhalten, was sich
in der unveränderten Trübung der Micelllösung widerspiegelt (Abb. 4.19 B, Schritt 1). Für
eine ausreichende Stabilisierung gegenüber einer Proteolyse ist jedoch, wie bei einer Chy-
motrypsinbehandlung, eine vorherige ausreichende intramicellare Quervernetzung erforder-
lich. Diese wird durch eine Behandlung der Micelllösung mit 8 U mTG/g CN erreicht.
4.1.6 Zusammenfassung
Die im Rahmen der Arbeit durchgeführten Versuche zeigen eine erhöhte Stabilität der durch
mTG vernetzten Caseinmicellen im Vergleich zu den nicht vernetzten Micellen. Ein ver-
besserter Erhalt der micellaren Struktur infolge einer enzymatischen Quervernetzung konn-
te sowohl gegenüber destabilisierenden Reagenzien (EDTA, Ethanol, GDL), mechanischen
Parametern (Hochdruck) sowie einer enzymatischen Proteolyse (Chymotrypsin, Pepsin) be-
obachtet werden. Vermutlich sind hierfür die netzartig ausgebildeten Isopeptide in der äu-
ßeren Micellschicht verantwortlich. Diese übernehmen bei einer Destabilisierung die Rolle
der Calciumphosphatbrücken bzw. der hydrophoben Wechselwirkungen und vermindern den
Angriff durch proteolytische Enzyme. Die grundlegende micellare Struktur bleibt erhalten.
Die micellare Struktur und die damit verbundenen funktionellen Eigenschaften der Micellen
werden demnach entscheidend durch die mTG-Behandlung beeinflusst.
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4.2 Charakterisierung der intramicellaren Quervernetzung
Gemäß Literatur läuft die enzymatische Quervernetzung intramicellar, d.h. innerhalb der
Micelle ab (Lauber et al., 2000; Mounsey et al., 2005). Bestätigt wird dies durch eigene
Untersuchungen. So konnte mittels DLS keine starke Zunahme des RH infolge einer mTG-
Behandlung und somit einer Proteinquervernetzung beobachtet werden, welche aus einer
Vernetzung zwischen den Micellen resultieren würde. Die Ergebnisse der DLS decken sich
mit denen von Huppertz und de Kruif (2007a) sowie Mounsey et al. (2005). Zudem zeigen
die Untersuchungen in Kap. 4.1, dass diese intramicellare Quervernetzung die Struktur und
damit die funktionellen Eigenschaften der Caseinmicelle beeinflusst. Der zugrunde liegende
Mechanismus dieser intramicellaren Vernetzungsreaktion ist jedoch noch weitgehend unge-
klärt. Demnach ergibt sich die Aufgabe zur Charakterisierung / Beschreibung der innerhalb
der Micelle ablaufenden Reaktionen. Für die Untersuchung wurde UHT-Magermilch mit 4,
8, 12, 16 und 28 U mTG/g CN versetzt und bei 40 ◦C für 1 h inkubiert. Die unterschiedlich
stark vernetzten Milchlösungen wurden anschließend mittels verschiedener analytischer Me-
thoden untersucht. Der erreichte Oligomerisierungsgrad und das Oligomerisierungsmuster
wurden hierbei mittels Superdex-GPC, die an der Vernetzung beteiligten Caseinarten mittels
SDS-PAGE und das durch die Quervernetzung veränderte Verhältnis von freiem zu micellar
gebundenem Casein via RP-HPLC und Sephacryl-GPC bestimmt.
4.2.1 Untersuchung mittels GPC
Mit Hilfe der Superdex-GPC lassen sich die vernetzten Caseine anhand ihrer Molmasse
auftrennen, wodurch eine Aussage über den Grad der Vernetzung (Oligomerisierungsgrad)
sowie über die Verteilung der Vernetzungsprodukte (Peakmuster) möglich ist (Kap. 3.12).
Da die Analyse unter denaturierenden und reduzierenden Bedingungen erfolgt (Zusatz von
Harnstoff, CHAPS, DTT), werden nur kovalente nicht reduzierbare Bindungen wie die en-
zymatisch ausgebildete Isopeptidbindung erfasst.
In Abb. 4.20 sind die erhalten GPC-Chromatogramme der UHT-Magermilchen, welche mit
unterschiedlichen Enzymaktivitäten inkubiert wurden, aufgezeigt. Die Caseinmonomere elu-
ieren bei ca. 20,8 min, die Dimere bei ca. 17,6 min, die Trimere bei ca. 15,8 min, die Oli-
gomere bei ca. 12,7 min und die Polymere bei ca. 11,4 min (Abb. 4.20 a). Eine Analyse des
Peakmusters zeigt, dass bei 4 U mTG/g CN die Caseine zu ungefähr gleichen Anteilen zu
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Abb. 4.20: (a) GPC von UHT-Magermilch inkubiert mit mTG (0-28 U/g CN) bei 40 ◦C für 1 h und
(b) die daraus ermittelten Oligomerisierungsgrade
Dimeren, Trimeren und Oligomeren vernetzt werden. Der Oligomerisierungsgrad, berechnet
aus dem Flächenverhältnis der Vernetzungsprodukte (Dimer, Trimer, Oligomer, Polymer)
zur Gesamtfläche des Proteins, beträgt hierbei 20 % (Abb. 4.20 b). Wird die Enzymmenge
auf 8 U mTG/g CN erhöht, so werden zusätzlich zu den Dimeren, Trimeren und Oligomeren
auch Polymere ausgebildet, wobei hier die Anteile an Oligomer und Polymer relativ gleich
verteilt sind. Der Oligomerisierungsgrad erhöht sich auf 28 %. Mit einer weiteren Steige-
rung der mTG-Aktivität auf 16 bzw. 28 U mTG/g CN wird ein Oligomerisierungsgrad von
42 bzw. 49 % erreicht und es kommt hier vermehrt zur Vernetzung der Caseine zu Polyme-
ren. Zusammenfassend lässt sich erkennen, dass bei einer mTG-katalysierten intramicellaren
Quervernetzung mit steigender mTG-Aktivität und damit steigendem Oligomerisierungsgrad
die Caseinmonomere zuerst zu Dimeren, Trimeren sowie Oligomeren und letztendlich zu Po-
lymeren vernetzt werden.
Um den Effekt einer micellaren Assoziation auf die Quervernetzungsreaktion besser zu
beurteilen, wurde die Quervernetzung von UHT-Magermilch mit der von Natriumcasein-
at, welches als nicht micellare Vergleichsprobe diente, mittels Superdex-GPC untersucht
(Abb. 4.21). Hierbei zeigt sich, dass die Caseine im micellaren System schlechter für mTG
zugänglich sind. So führt eine mTG-Behandlung mit 4 U mTG/g CN bei Natriumcaseinat
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Abb. 4.21: GPC von (a) UHT-Magermilch und (b) Natriumcaseinat inkubiert ohne und mit mTG
(4 U/g CN) bei 40 ◦C für 1 h
zu einem Vernetzungsgrad von 37 %, während UHT-Magermilch als Substrat einen Oligo-
merisierungsgrad von nur 20 % aufweist. Weiterhin ist in Abb. 4.21 auffällig, dass trotz
der höheren Quervernetzung bei Natriumcaseinat vorwiegend Dimere und Trimere gebildet
werden, während bei der UHT-Magermilch eine Quervernetzung bis hin zu Oligomeren zu
verzeichnen ist.
Es kann daher vermutet werden, dass innerhalb der Micelle für die Caseine eine Art Vorstruk-
turierung existiert. Infolgedessen wird zwar einerseits der Oligomerisierungsgrad aufgrund
der weniger zugänglichen Gln- und Lys-Reste vermindert (Kap. 4.5) aber andererseits wird
die Formation von größeren Aggregaten erleichtert, wodurch die Ausbildung eines Isopep-
tidnetzwerkes innerhalb der Micelle ermöglicht wird, welches für die in Kap. 4.1 beobachtete
erhöhte Stabilität der micellaren Struktur verantwortlich ist.
4.2.2 Untersuchung mittels SDS-PAGE
Da anhand der Superdex-GPC nur eine Aussage über den gesamten Oligomerisierungsgrad
aller Caseine ermöglicht wird, erfolgte zusätzlich eine Analyse der mTG-behandelten UHT-
Magermilchen mittels SDS-PAGE. Da die SDS-PAGE eine Auftrennung in die einzelnen
Caseinarten aufgrund der unterschiedlichen Molmasse bzw. Molekülgröße erlaubt, ist es
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hierbei möglich, Informationen über die Angreifbarkeit der einzelnen Caseinarten (αS- und
β-Caseine) durch mTG zu erhalten.
Abb. 4.22 zeigt das Elektropherogramm sowie die zugehörige densitometrische Auswer-
tung, bei welcher die prozentuale Abnahme der Monomerbanden der Caseine in Abhängig-
keit der mTG-Behandlung ermittelt wurde. Auffällig ist, dass in der UHT-Magermilch bei
einer Proteinquervernetzung durch mTG vorwiegend β-Casein angegriffen wird. So redu-
ziert sich die Monomerbande von β-Casein um 74 % mit Erhöhung der Enzymaktivität auf
28 U mTG/g CN. Bei αS1-Casein wird eine geringere Abnahme des Monomers um 24 %
beobachtet, während der Anteil an αS2-Casein über den gesamten Konzentrationsbereich
der mTG relativ unverändert bleibt. Die mittels Superdex-GPC beobachtete Quervernetzung
basiert demnach hauptsächlich auf einer Vernetzung des β-Caseins. Eine bessere Zugäng-
lichkeit der β-Caseine in Milch wurde ebenfalls von Sharma et al. (2001), Smiddy et al.
(2006), Hinz et al. (2007) sowie von Huppertz und de Kruif (2007a) beschrieben.
Zur Bestimmung des Einflusses der micellaren Aggregation auf die Angreifbarkeit der Ca-
seine wurde des Weiteren UHT-Magermilch sowie Natriumcaseinat, als nicht micellare Ver-
gleichsprobe, mit 4 U mTG/g CN für 0 bis 60 min inkubiert und die erfolgte Vernetzung
anschließend mittels SDS-PAGE analysiert (Abb. 4.23). Anhand des Elektropherogramms
der SDS-PAGE sowie der zugehörigen densitometrischen Auswertung in Abb. 4.23 ist zu er-
kennen, dass bei den „freien“ Caseinen im Vergleich zu den Caseinmicellen sowohl β-Casein
als auch die αS-Caseine an der Vernetzungsreaktion beteiligt sind. In Übereinstimmung da-
mit beschrieb bereits Tang et al. (2005) eine Vernetzung der Caseine im Natriumcaseinat
durch mTG in der Reihenfolge κ-Casein > αS-Casein > β-Casein.
Die Ergebnisse zeigen demnach, dass die Reaktivität der Caseine maßgeblich durch die As-
soziation in der Caseinmicelle beeinflusst wird. Die mTG-Zugänglichkeit der αS-Caseine ist
im Vergleich zu den β-Caseinen aufgrund der micellaren Aggregation vermindert. Dies lässt
die Vermutung zu, dass sich β-Casein im Vergleich zu den αS-Caseine in einem für mTG
leicht zugänglichen Teil der Micellen befindet. Aus den Ergebnissen der Stabilitätsuntersu-
chungen in Kap. 4.1 geht hervor, dass die Isopeptide durch mTG netzartig in der äußeren
Micellschicht ausgebildet werden. Demnach sind die β-Caseine vorwiegend in dieser äuße-
ren für mTG leicht zugänglichen Micellschicht positioniert, während die Angreifbarkeit der
αS-Caseine vermutlich durch deren Lokalisation im Inneren der Micelle vermindert ist.
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Abb. 4.22: (a) SDS-PAGE von UHT-Magermilch inkubiert mit mTG (0-28 U/g CN) bei 40 ◦C für
1 h; M: Molmassenmarker und (b) densitometrische Auswertung; blau: β-Casein, grün:
αS1-Casein, orange: αS2-Casein
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(a)
(b)
Abb. 4.23: (a) SDS-PAGE von UHT-Magermilch und Natriumcaseinat inkubiert mit mTG
(4 U/g CN) bei 40 ◦C für 0, 20, 40 und 60 min; M: Molmassenmarker und (b) densi-
tometrische Auswertung; blau: β-Casein, grün: αS1-Casein, orange: αS2-Casein
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4.2.3 Untersuchung mittels Sephacryl-GPC
Die Verwendung einer GPC-Säule mit einem hochporösem Sephacrylmaterial erlaubt im
Gegensatz zur bereits eingesetzten Superdex-GPC eine Auftrennung der UHT-Magermilch
in Micellen und Serumproteine (Holt, 1998). Somit ermöglicht diese Sephacryl-GPC eine
simultane Analyse von micellarem und nicht micellarem Casein in Milch, wodurch sich eine
Veränderung im Verhältnis der freien und micellar gebundenen Caseine, induziert durch eine
mTG-katalysierte Quervernetzung, nachweisen lässt.
In Abb. 4.24 sind die erhaltenen GPC-Chromatogramme der mit unterschiedlichen mTG-
Aktivitäten behandelten UHT-Magermilchen dargestellt. Die Micellen eluieren bei ca. 8 bis
15 min und das nicht micellare Casein bei ca. 25 bis 40 min. Die Zuordnung der Peaks zu
bestimmten Molmassenbereichen bzw. Caseinfraktionen erfolgte hierbei auf Grundlage ei-
ner externen Molmassenkalibrierung (Kap. 3.13). Aus den Peakprofilen der GPC-Chromato-
gramme in Abb. 4.24 geht hervor, dass mit steigender Enzymbehandlung die Peakfläche der
Micellen zunimmt, während die Peakfläche der nicht micellaren Caseinfraktion abnimmt.
Dies deutet auf eine durch mTG-katalysierte kovalente „Fixierung“ der Caseinmoleküle in
der Micelle hin, wodurch der Anteil an freiem extramicellaren Casein reduziert wird.
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Abb. 4.24: GPC an einem hochporösen Sephacryl Medium S-500 HR von UHT-Magermilch inku-
biert mit mTG (0-16 U/g CN) bei 40 ◦C für 1 h
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4.2.4 Untersuchung mittels PLRP-S-HPLC
Zur Bestätigung der mittels Sephacryl-GPC gemachten Beobachtungen wurde UHT-Mager-
milch ohne bzw. mit vorheriger mTG-Behandlung zur Abtrennung der Caseinmicellen bei
11000 U/min für 10 min zentrifugiert und im erhaltenen Überstand der Anteil an extramicel-
larem Casein via PLRP-S-HPLC analysiert.
Das PLRP-S-HPLC-Chromatogramm des Zentrifugationsüberstandes weist zwei Peaks bei
einer Retentionszeit von 23,5 und 27,5 min auf, welche durch einen Vergleich mit Standard-
substanzen dem αS1-Casein und β-Casein zugeordnet werden konnten (Abb. 4.25). αS2-Ca-
sein sowie κ-Casein konnten im Überstand nicht detektiert werden. Gründe hierfür könn-
te der geringe Anteil dieser Caseinarten in Milch sowie das hauptsächliche Vorkommen
in/an der Micelle sein, wodurch diese Caseine vorrangig ins Präzipitat mit übergegangen
sind. Da aber mittels SDS-PAGE in Kap. 4.2.2 bereits gezeigt wurde, dass bei einer mTG-
Behandlung vorrangig αS1- und β-Casein vernetzt werden, sollte eine Analyse dieser Pro-
teine zur Charakterisierung der Quervernetzungsreaktion ausreichend sein. Betrachtet man
die Peaks für αS1- und β-Casein im PLRP-S-HPLC-Chromatogramm der mTG-behandelten
Milchen in Abb. 4.26 a, so ist eine Verminderung beider Peakflächen mit zunehmender mTG-
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Abb. 4.25: PLRP-S-HPLC des Zentrifugationsüberstandes von UHT-Magermilch sowie des
αS1-Casein- und β-Casein-Standard
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Abb. 4.26: (a) PLRP-S-HPLC des Zentrifugationsüberstandes von UHT-Magermilch inkubiert mit
mTG (0-28 U/g CN) bei 40 ◦C für 1 h und (b) der daraus ermittelte Anteil an extramicel-
larem Casein
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Konzentration zu verzeichnen. Diese beobachtete Abnahme korreliert mit einer Senkung des
extmicellaren Caseinanteils im Zentrifugationsüberstand. Zur Auswertung wurde die prozen-
tuale Veränderung der Peakflächen der UHT-Magermilchen mit mTG-Behandlung in Bezug
auf die UHT-Magermilch ohne mTG-Behandlung ermittelt (Abb. 4.26 b). Hierbei ist eine
Verminderung der nicht micellaren Caseinfraktion mit Erhöhung der mTG-Aktivität ersicht-
lich, wobei nicht micellares β-Casein eine stärkere Abnahme im Vergleich zu αS1-Casein
aufweist. So ist bei einer Enzymaktivität von 4 U mTG/g CN der β-Caseingehalt im Über-
stand um 75 % reduziert, während bei αS1-Casein nur eine Abnahme um 35 % erkennbar ist.
Bei höheren Enzymkonzentrationen von 16 bzw. 28 U mTG/g CN ist β-Casein kaum noch
im Überstand nachweisbar. Bei αS1-Casein sind dagegen noch ca. 30 % des Ausgangsgehal-
tes detektierbar.
Durch die Untersuchungen mittels PLRP-S-HPLC werden die Ergebnisse der Sephacryl-
GPC in Kap. 4.2.3 bekräftigt. So wird belegt, dass während einer enzymatischen Quervernet-
zung von micellarem Casein in Milch, die Caseinmoleküle (vorwiegend β-Casein) innerhalb
der micellaren Struktur fixiert werden.
4.2.5 Zusammenfassung
Werden alle Ergebnisse im Zusammenhang betrachtet, so ist es möglich, die in der Casein-
micelle ablaufende Vernetzungsreaktion wie folgt zu beschreiben. Während einer mTG-
Behandlung von UHT-Magermilch werden die Caseine innerhalb der micellaren Struktur
durch Ausbildung von Isopeptidbindungen fixiert. Der extramicellare Caseinanteil nimmt
ab. So verschiebt sich das Gleichgewicht zwischen freiem und micellar gebundenem Casein
durch eine mTG-Behandlung auf die Seite des gebunden Caseins. Hierbei wird β-Casein
im Vergleich zu αS-Casein stärker durch das Enzym angegriffen. Es wird vermutet, dass
β-Casein vorwiegend in der für mTG gut zugänglichen äußeren Micellschicht lokalisiert ist,
während sich αS-Casein vermutlich eher im Micellinneren befindet. Folglich sind die Iso-
peptidbindungen hauptsächlich im äußeren β-caseinreichen „Mantel“ der Micelle zu finden.
Des Weiteren zeigte sich, dass innerhalb der Micelle eine Art Vorstrukturierung der Caseine
existiert, welche die Ausbildung von größeren Vernetzungsprodukten (Oligomere und Po-
lymere) fördert. Es kommt daher zur Bildung eines Isopeptidnetzwerkes in dieser äußeren
Micellschicht, welches für die veränderten funktionellen Eigenschaften und die erhöhte Sta-
bilität der micellaren Struktur verantwortlich sein könnte (Kap. 4.1).
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Abb. 4.27: Intramicellare Caseinquervernetzung
4.3 Bestimmung der Reaktionsorte enzymatischer
Proteinquervernetzungsreaktionen - Glutaminreste
Aus der Literatur ist bekannt, dass sich die Gelfestigkeit eines Joghurts durch eine vorherige
Inkubation der Milch mit mTG steigern lässt (Lauber et al., 2000; Lorenzen et al., 2002;
Schey, 2003). Untersuchungen von Lauber et al. (2000) zeigen, dass die beobachtete Zu-
nahme der Gelstärke mit der Bildung von Proteinquervernetzungen korreliert, wobei eine
Erhöhung nur bis zu einem gewissen Grad möglich ist. Erklärt wird dieses Phänomen damit,
dass nur bestimmte Gln- oder Lys-Reste im Protein durch mTG angegriffen werden kön-
nen und dadurch das Ausmaß der Vernetzung begrenzt wird (Lauber et al., 2000; Schorsch
et al., 2000a). Diese Annahme wird durch mehrere Autoren belegt, welche die durch Trans-
glutaminase modifizierbaren Gln- bzw. Lys-Reste im Milchprotein ermittelten (Kap. 2.1.5).
Die Untersuchungen erfolgten jedoch vorwiegend mit einer Transglutaminase, welche aus
Säugetieren isoliert wurde. Daher war es von Interesse, die Reaktionsorte der mTG in den
Milchproteinen zu lokalisieren, um Aussagen über die Spezifität dieses in der Lebensmit-
telindustrie eingesetzten Enzyms zu erhalten. Als Untersuchungsmaterial dienten hierbei
β-Casein, das Hauptprotein der Caseine, und β-Lactoglobulin, das Hauptprotein der Molke.
β-Casein stellt aufgrund seiner flexiblen Struktur ein sehr gutes Substrat für mTG dar. Im
Vergleich dazu ist β-Lactoglobulin, ein globuläres Protein mit definierter Sekundärstruktur,
erst nach einer vorherigen Denaturierung modifizierbar. Eine Möglichkeit zur Strukturände-
rung ist nach Lauber et al. (2001a) eine Hochdruckbehandlung. Voruntersuchungen mittels
SDS-PAGE im Hinblick auf die Angreifbarkeit beider Milchproteine durch mTG bestäti-
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Abb. 4.28: SDS-PAGE von β-Casein und β-Lactoglobulin inkubiert ohne und mit mTG (4 U/g β-CN;
20 U/g β-LG) bei 0,1 MPa sowie 400 MPa für 1 h bei 40 ◦C; M: Molmassenmarker
gen die Literaturdaten. So zeigt das Elektropherogramm in Abb. 4.28, dass für β-Casein
in dem unter Normaldruck sowie Hochdruck inkubierten Probenansatz Vernetzungsproduk-
te (Dimere, Trimere) detektiert werden können, während dies bei β-Lactoglobulin nur bei
der hochdruckinkubierten Probe der Fall ist. Um diesen Einfluss des Druckes auf die Pro-
teinstruktur und daher auch auf die mTG-zugänglichen Gln- und Lys-Reste zu analysieren,
wurden die Untersuchungen zu den Reaktionsorten sowohl nach Inkubation bei Atmosphä-
rendruck als auch nach Inkubation bei Hochdruck durchgeführt. Für die Druckinkubation
wurden 400 MPa gewählt, da nach Belloque und Smith (1998) β-Lactoglobulin hier im voll-
kommenen „flexiblen“ Zustand vorliegt.
4.3.1 Methodenetablierung
Die Methode zur Ermittlung der mTG-zugänglichen Gln-Reste im Protein basiert im We-
sentlichen auf drei Schritten. Schritt eins stellt die mTG-katalysierte Markierung der zu-
gänglichen Gln-Reste eines Proteins mit einer sogenannten Labelsubstanz dar. Im zweiten
Schritt wird das mit dem Label modifizierte Protein durch eine enzymatische Hydrolyse in
kleinere Bruchstücke gespalten und die dabei gebildeten Peptide im dritten Schritt über ei-
ne RP-HPLC-MS getrennt und identifiziert. Da es sich bei β-Casein um ein gutes Substrat
der mTG unter nativen Bedingungen handelt, erfolgte die Etablierung der Analysenmethode
anhand dieses Proteins und wurde anschließend auf β-Lactoglobulin übertragen.
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4.3.1.1 Ermittlung der optimalen Enzymaktivität
Bei einer Behandlung von β-Casein mit mTG kommt es je nach eingesetzter Enzymakti-
vität, Temperatur und Inkubationszeit zu einer unterschiedlich stark ausgeprägten Querver-
netzung. Für die folgenden Optimierungsversuche wurden die Parameter Temperatur und
Inkubationszeit konstant gehalten, wobei eine Temperatur von 40 ◦C und eine Zeit von 1 h
gewählt wurden. Diese Festlegung basiert auf den Eigenschaften der mTG, da hierbei einer-
seits im Temperaturoptimum der mTG gearbeitet wird und andererseits eine genügend hohe
Stabilität des Enzyms bei den später folgenden Hochdruckexperimenten bei 400 MPa gege-
ben ist (Kap. 2.4.1.2). Die Enzymaktivitäten wurden von 0 bis 5 U mTG/g β-CN variiert. Die
unter den angegebenen Inkubationsbedingungen erhaltenen vernetzten β-Caseinlösungen
wurden anschließend zur Bestimmung des Oligomerisierungsgrades mittels Superdex-GPC
analysiert. Diese Methode ermöglicht eine Auftrennung der Proteine nach ihrer Molekül-
größe, wobei die Monomere bei ca. 20 min, die Dimere bei ca. 17 min, die Trimere bei ca.
15 min und die Oligomere (Tetramere und höher vernetzte Proteine) bei ca. 13 min eluieren
(Abb. 4.29 a). Da die Analyse unter denaturierenden und reduzierenden Bedingungen erfolgt
(Zusatz von Harnstoff, CHAPS, DTT), werden nur kovalente nicht reduzierbare Bindungen
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Abb. 4.29: (a) GPC von β-Casein (0,1 % m/v) inkubiert mit mTG (0-5 U/g β-CN) bei 40 ◦C für 1 h
im Tris-Salzsäure-Puffer und (b) die daraus ermittelten Oligomerisierungsgrade
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wie die enzymatisch ausgebildete Isopeptidbindung erfasst. Zur Auswertung der erhaltenen
GPC-Chromatogramme wurde der prozentuale Anteil der Peakfläche des quervernetzten Ca-
seins (Dimere, Trimere, Oligomere) an der Gesamtpeakfläche der Caseinlösung als Grad der
Caseinoligomerisierung definiert (Kap. 3.12).
Die Auswertung der GPC-Analyse in Abb. 4.29 b zeigt, dass mit Steigerung der Enzymak-
tivität auf 5 U/g β-CN eine Zunahme des Oligomerisierungsgrades auf ca. 60 % resultiert.
Auffällig ist hierbei, dass der Anstieg der Quervernetzung mit zunehmender mTG-Menge
(von 0 bis 5 U/g β-CN) verringert ist. Dies deutet auf die bereits erwähnten begrenzt vor-
handenen Reaktionsorte im β-Casein hin. Für die Bestimmung der für mTG zugänglichen
Gln-Reste wird ein Oligomerisierungsgrad von ca. 50 % als ideal angesehen. Es wird hier-
bei angenommen, dass die reaktiven Stellen spezifisch durch das Enzym angegriffen werden
und die enzymatische Markierung in ausreichendem Ausmaß für eine Analyse erfolgt ist.
Die ermittelten Oligomerisierungsgrade in Abb. 4.29 b zeigen, dass eine ca. 50 %ige Oligo-
merisierung bei einer Enzymaktivität von 3,5 U mTG/g β-CN gegeben ist.
4.3.1.2 Auswahl der Markersubstanz
Wie in Kap. 2.1.6 aufgezeigt, sind in der Literatur mehrere Substanzen beschrieben (im Fol-
genden allgemein als Label bzw. Marker bezeichnet), welche zur Untersuchung der reakti-
ven Gln-Reste der Transglutaminase-katalysierten Vernetzung eingesetzt werden können. Im
Rahmen der Arbeit wurden Monodansylcadaverin (MDC), dessen spezifische fluoreszenz-
spektrometrische Detektion von Vorteil wäre, und Triglycin (GGG) als mögliche Marker-
substanzen ausgewählt und auf ihre Eignung hin untersucht. Als Indikator hierfür diente die
Hemmwirkung des Labels auf die enzymatische Quervernetzungsreaktion. Dabei gilt, je stär-
ker die Quervernetzung unterdrückt wird, desto besser ist die Substanz für eine Markierung
der Gln-Reste geeignet. Hintergrund dieser Annahme ist, dass eine kompetitive Hemmung
der Quervernetzung durch das Label induziert wird, indem es mit dem Enzym wechsel-
wirkt und dabei in Konkurrenz zu den proteingebundenen Lys-Resten tritt. Wird das Label
in ausreichendem molaren Überschuss bezogen auf die Gln-Reste im β-Caseinmolekül ein-
gesetzt, kommt es zu einem Einbau des Labels in das Protein und somit zur Markierung der
Gln-Reste anstatt zur Ausbildung von intermolekularen Isopeptidbindungen. Nieuwenhui-
zen et al. (2003) verwendeten in ihren Untersuchungen zur Reaktionsortbestimmung einen
ca. 106-fachen molaren Überschuss an GGG bezogen auf die Gln-Reste im α-Lactalbumin.
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Für die Prüfung der Label sollte daher ein ca. 100-facher molarer Überschuss eingesetzt
werden. Es stellte sich dabei jedoch heraus, dass für MDC nur ein 5-facher molarer Über-
schuss möglich ist, da eine weitere Erhöhung der MDC-Konzentration zu einer Präzipitation
des β-Caseins führte. Aufgrund dessen wurde β-Casein mit 3,5 U mTG/g β-CN und ei-
nem 5-fachen molaren Überschuss an MDC bzw. einem 100-fachen molaren Überschuss an
GGG bei 40 ◦C für 1 h inkubiert und die erfolgte Inhibierung der Caseinquervernetzung via
Superdex-GPC ermittelt. Durch Zusatz von MDC wurde der Oligomerisierungsgrad um ca.
88 % reduziert, während in Anwesenheit von GGG die Quervernetzung nur um ca. 27 %
vermindert wurde (Richter, 2004). Demnach wäre MDC zur Markierung und damit zur Er-
mittlung reaktiver Gln-Reste besser geeignet.
Weiterhin ist zu beachten, dass die Methode zur Bestimmung der Reaktionsorte für das na-
tive sowie hochdruckdenaturierte Protein Anwendung finden sollte. Eine Konformationsän-
derung (Denaturierung) der Proteine, welche schon allein durch das Labelreagenz verur-
sacht wird, sollte demnach vermieden werden. Um diesen wichtigen Aspekt zu untersuchen,
wurde β-Lactoglobulin als globuläres Protein mit 3,5 U mTG/g β-LG in Ab- und Anwe-
senheit von MDC bzw. GGG bei 40 ◦C für 1 h inkubiert und das Oligomerisierungsver-
halten mittels Superdex-GPC analysiert. Als Referenz wurde β-Lactoglobulin mitgeführt,
welches nur der Temperaturbehandlung entsprechend den Inkubationsbedingungen unter-
zogen wurde. Das GPC-Chromatogramm der Referenz in Abb. 4.30 a weist zwei Peaks
auf, welche anhand der Elutionszeiten den Molmassen des Monomers und des Dimers von
β-Lactoglobulin zugeordnet werden können. Das Vorhandensein eines Dimerpeaks ist ver-
mutlich auf einen Thiol-Disulfid-Austausch während der Probenvorbereitung bzw. auf eine
unvollständige Reduzierung durch DTT in Anwesenheit des harnstoffhaltigen Puffers zu-
rückzuführen. Betrachtet man im Vergleich dazu die GPC-Chromatogramme der mit mTG
behandelten Probe in Abb. 4.30 b, so ist kein Unterschied im Peakprofil festzustellen. Auch
hier lassen sich die typischen Monomer- und Dimerpeaks detektieren. Eine Inkubation von
nativem β-Lactoglobulin mit mTG in Abwesenheit der Label führt demnach zu keiner Pro-
teinoligomerisierung. Dieses stimmt mit den Ergebnissen von Sharma et al. (2001) und Lau-
ber et al. (2001a) überein, welche feststellten, dass eine Vernetzung von β-Lactoglobulin nur
nach Denaturierung möglich ist. Wird dem Inkubationsansatz das Label MDC zugesetzt, so
kommt es während der Inkubation zur Ausbildung von Oligomeren, wie es die GPC-Analyse
in Abb. 4.30 c belegt. Da diese Oligomere reversibel nach Reduktion mit DTT sind, basiert
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Abb. 4.30: GPC von (a) β-Lactoglobulin (b) inkubiert mit 4 U mTG/g β-LG bei 40 ◦C für 1 h in
Abwesenheit und (c) Anwesenheit von MDC bzw. (d) GGG; blau: Proben vor GPC nicht
mit DTT inkubiert (nicht reduziert), grün: Proben vor GPC mit DTT inkubiert (reduziert)
die beobachtete Oligomerbildung auf einer MDC-induzierten Auffaltung der Proteinstruktur
unter Freilegung der freien Thiolgruppe des Cys 64 verbunden mit einem dadurch ermög-
lichten Thiol-Disulfid-Austausch. Bei Verwendung des Tripeptides GGG hingegen sind im
GPC-Chromatogramm keine Oligomere nachweisbar (Abb. 4.30 d). Daher bewirkt GGG im
Vergleich zu MDC keine Proteindenaturierung und ist als Label für die Bestimmung der
mTG-reaktiven Gln-Reste im nativen Protein geeignet.
124
4 Ergebnisse und Diskussion
4.3.1.3 Optimierung der Labelkonzentration
Nach Yan und Wold (1984) ist für eine erfolgreiche Transglutaminase-katalysierte Markie-
rung der Gln-Reste eines Proteins ein hoher Überschuss des Labels notwendig. Um die op-
timale Menge an GGG für die Reaktionsortbestimmung zu ermitteln, wurde β-Casein mit
3,5 U mTG/g β-CN und unterschiedlichen GGG-Konzentrationen (0-, 5-, 50- und 100-facher
molarer Überschuss bezogen auf die Gln-Reste von β-Casein) bei 40 ◦C für 1 h inkubiert.
Der durch Zusatz des Labels verursachte Hemmeffekt auf die enzymatische Quervernetzung
wurde mittels Superdex-GPC bestimmt. Ziel war es hierbei, die Menge an GGG zu ermit-
teln, bei welcher die maximale Reduzierung des Oligomerisierungsgrades erreicht wird. Bei
einem 5-fachen Überschuss war der inhibierende Effekt von GGG sehr gering. Der Oligo-
merisierungsgrad wurde nur um ca. 5 % gesenkt. Bei einem 50-fachem Überschuss redu-
zierte sich der Vernetzungsgrad um ca. 22 % und bei 100-fachem Überschuss um ca. 27 %.
Da zwischen einem 50- und 100-fachem Überschuss kein wesentlicher Unterschied in der
Hemmwirkung existiert, wird ein 100-facher Überschuss für eine erfolgreiche Markierung
der Gln-Reste als ausreichend angesehen, um die reaktiven, d.h. für mTG leicht zugängli-
chen, Gln-Reste zu ermitteln (Richter, 2004).
4.3.1.4 Proteinhydrolyse
Für eine Lokalisierung der mit GGG markierten Gln-Reste innerhalb der Aminosäurese-
quenz ist es notwendig, das Protein in kleinere Bruchstücke zu spalten. Hierzu eignet sich
Trypsin (EC-Nummer 3.4.21.4), welches die Proteine an Lys-X- sowie an Arg-X-Bindungen
hydrolysiert. Um die Spezifität der Spaltung zu erhöhen, wurde TPCK1-behandeltes Tryp-
sin verwendet. Dadurch wird die Chymotrypsinaktivität (Spaltung nach Tyr, Trp, Phe, Leu)
irreversibel inhibiert, ohne die Trypsinaktivität zu beeinflussen. Somit ist es möglich, bei be-
kannter Aminosäuresequenz des Proteins die entstehenden Peptide bei einer tryptischen Hy-
drolyse vorherzusagen und diese nach einer Trennung an einer RP-HPLC anhand ihrer Masse
zu identifizieren. Die Etablierung des Hydrolysesystems bzw. der RP-HPLC-MS-Methode
wurde zunächst an nicht modifiziertem β-Casein und β-Lactoglobulin durchgeführt. Hierbei
wurden die beiden Milchproteine mit Trypsin in einem Enzym-Substrat-Verhältnis von 1:100
versetzt und für 2,5 h (β-Lactoglobulin) bzw. 5 h (β-Casein) bei 37 ◦C inkubiert. Nach ei-
ner Hitzeinaktivierung des Enzyms wurden die tryptischen Fragmente mittels RP-HPLC-MS
1Tosyl-L-Phenylalaninchloromethylketon
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aufgetrennt, wobei ein Fließmittelsystem aus Ammoniumacetat und Acetonitril zum Einsatz
kam. Die erhaltenen RP-HPLC-Chromatogramme des tryptischen Verdaus von β-Casein und
β-Lactoglobulin sind in Abb. 4.32 und Abb. 4.34 dargestellt.
Im Hinblick auf die bekannte Aminosäuresequenz von β-Casein in Abb. 4.31 ergeben sich
bei einem vollständigen tryptischen Verdau, d.h. bei einer spezifischen Hydrolyse an allen
Lys-X- sowie an Arg-X-Bindungen, theoretisch 14 Peptide und 2 Aminosäuren. Die Mol-
massen dieser theoretisch gebildeten tryptischen Fragmente wurden anhand der bekannten
Aminosäuresequenz berechnet und mit den massenspektrometrischen Daten für die Peaks
im RP-HPLC-Chromatogramm verglichen. Die Identifizierung der Peptide bzw. Zuordnung
zu den Peaks im RP-HPLC-Chromatogramm via MS erfolgte hierbei über zwei Varianten.
Zum Einen wurde mit Hilfe des Auswerteprogrammes direkt in den massenspektrometri-
schen Daten des RP-HPLC-Chromatogrammes nach den berechneten Molmassen der tryp-
tischen Peptide gesucht. Zum Anderen wurden mit Hilfe des Auswerteprogrammes für die
detektierten Molmassen der Peaks des RP-HPLC-Chromatogramms die möglichen Amino-
säuresequenzen ermittelt. Von den 14 theoretisch zu erwartenden Peptiden gelang es, 13
im RP-HPLC-Chromatogramm des tryptischen Hydrolysates nachzuweisen (Abb. 4.32 und
Tab. 4.1). Das Peptid 2-25 war aufgrund einer fehlenden Spaltung an Arg 1 nicht detektier-
bar. Neben diesen theoretisch gebildeten Peptiden konnten im RP-HPLC-Chromatogramm
9 weitere zusätzliche Bruchstücke detektiert werden, welche ebenfalls in Tab. 4.1 aufgelistet
sind. Ursache für die Bildung dieser sind die bereits genannte fehlende Spaltung an Arg 1,
eine unvollständige Spaltung an Lys 29 sowie auch unspezifische Hydrolysen durch Trypsin
an den Bindungen zwischen Asn 68 - Ser 69, Phe 52 - Ala 53 sowie Trp 143 - Met 142. Die-
se unspezifischen Spaltungen (d.h. nicht an Lys-X- und Arg-X-Bindungen) wurden ebenfalls
schon von Dalgalarrondo et al. (1990); Henle (1991); Leadbeater und Ward (1987); Miralles
et al. (2003) und Ribadeau-Dumas et al. (1972) beobachtet.
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Abb. 4.31: Spezifische Trypsinspaltstellen (↓) im β-Casein
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Abb. 4.32: RP-HPLC des tryptischen Verdaus von β-Casein (Peak-Nummer vgl. Tab. 4.1)
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Tab. 4.1: Mittels RP-HPLC-MS identifizierte tryptische Peptide von β-Casein (Peak-Nummer vgl.
Abb. 4.32)
tryptisches berechnete detektierte detektierte Retentions- Peak-
Peptid Masse Masse Ladung zeit Nummer
[Da] [Da] [min]
theoretisch zu erwartende Peptide
1 174,1 n.d. — — —
2-25 2965,2 n.d. — — —
26-28 373,2 373,3 +1 3,2 3
29 146,1 n.d. — — —
30-32 388,2 388,4 +1 13,8 8
33-48 2060,8 2061,4 +2 11,1 6
49-97 A1 5355,9 5356,5 +3,+4 27,2 22
A2 5315,9 n.d. — — —
98-99 245,2 245,2 +1 2,5 1
100-105 645,3 645,5 +1 10,2 5
106-107 283,2 283,3 +1 2,5 2
108-113 747,4 747,6 +1 15,1 10
114-169 6357,3 6358,2 +3,+4,+5,+6 28,4 23
170-176 779,5 779,7 +1,+2 14,5 9
177-183 829,5 829,7 +1,+2 12,9 7
184-202 2184,2 2185,2 +1,+2 23,4 18
203-209 741,4 741,6 +1 19,9 14
zusätzlich detektierte Peptide
1-25 3121,3 3121,2 +2,+3 15,1 11
29-32 516,3 516,5 +1 3,6 4
49-68 A1 2242,2 n.d. — — —
A2 2222,2 2222,7 +2 22,8 17
53-68 A1 1767,9 1769,0 +2 20,8 16
A2 1727,9 1728,4 +2 20,1 15
53-97 A1 4861,6 4862,6 +3,+4 26,1 21
A2 4821,6 n.d. — — —
69-97 3111,7 3112,5 +2,+3 24,5 19
114-143 3464,8 3465,8 +2,+3 25,5 20
191-202 1381,8 1383,1 +1,+2 17,8 13
184-190 820,4 820,6 +1 15,9 12
n.d.: nicht detektierbar
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Für das zweite Milchprotein, dem β-Lactoglobulin, sind anhand der bekannten Amino-
säuresequenz bei einer vollständigen tryptischen Hydrolyse an allen Lys-X- und Arg-X-
Bindungen theoretisch 17 Peptide und 2 Aminosäuren zu erwarten (Abb. 4.33). Diese theo-
retischen Bruchstücke sowie die dazugehörigen berechneten Molmassen sind in Tab. 4.2
aufgeführt. Abb. 4.34 zeigt das zugehörige RP-HPLC-Chromatogramm des tryptischen Ver-
daus von β-Lactoglobulin. Durch einen Vergleich der berechneten Peptidmassen mit den
massenspektrometrischen Daten der Peaks im RP-HPLC-Chromatogramm gelang es, 14 der
Abb. 4.33: Spezifische Trypsinspaltstellen (↓) im β-Lactoglobulin
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Abb. 4.34: RP-HPLC des tryptischen Verdaus von β-Lactoglobulin (Peak-Nummer vgl. Tab. 4.2)
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Tab. 4.2: Mittels RP-HPLC-MS identifizierte tryptische Peptide von β-Lactoglobulin (Peak-Nummer
vgl. Abb. 4.34)
tryptisches berechnete detektierte detektierte Retentions- Peak-
Peptid Masse Masse Ladung zeit Nummer
[Da] [Da] [min]
theoretisch zu erwartende Peptide
1-8 932,5 932,7 +1,+2 15,2 11
9-14 672,4 672,5 +1 12,6 9
15-40 2706,4 2706,9 +2,+3 23,1 21
41-47 878,5 n.d. — — —
48-60 1451,8 n.d. — — —
61-69 1063,4 1063,6 +1,+2 10,9 3
70 146,1 n.d. — — —
71-75 572,4 572,5 +1 11,1 4
76-77 247,2 n.d. — — —
78-83 673,4 673,5 +1 16,1 13
84-91 915,5 915,6 +1,+2 11,7 7
92-100 1064,6 1064,8 +1 16,2 15
101 146,1 n.d. — — —
102-124 2646,2 2646,6 +2 22,9 20
125-135 1244,6 1244,8 +1,+2 11,4 6
136-138 408,2 408,3 +1 4,4 1
139-141 330,2 330,3 +1 4,4 2
142-148 836,5 836,6 +1,+2 15,6 12
149-162 1657,8 1658,1 +1,+2 18,4 17
zusätzlich detektierte Peptide
15-20 695,3 695,5 +1 15,0 10
21-40 2029,1 2029,4 +1,+2 18,9 19
41-60 2312,3 2312,7 +2,+3 18,4 18
61-70 1191,5 1191,8 +1,+2 11,1 5
70-75 700,5 700,6 +1,+2 11,7 8
76-83 902,6 902,7 +1,+2 16,4 16
92-101 1192,7 1192,9 +1,+2 16,1 14
n.d.: nicht detektierbar
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17 theoretisch zu erwartenden Peptide im Hydrolysat des β-Lactoglobulins wiederzufinden
(Abb. 4.33 und Tab. 4.2). Die Bruchstücke Val 41 - Lys 47, Pro 48 - Lys 60 sowie Thr 76 -
Lys 77 waren nicht detektierbar. So konnte bereits Turgeon et al. (1992) eine fehlende Spal-
tung der Bindung zwischen Lys 77 - Ile 78 zeigen. Aufgrund dieser fehlenden Spaltungen
sowie einer unspezifischen Spaltung (d.h. nicht an Lys-X- und Arg-X-Bindungen) zwischen
Tyr 20 - Ser 21 waren auch für β-Lactoglobulin 7 sogenannte zusätzliche tryptische Peptide
im Hydrolysat nachweisbar. Alle zusätzlich detektierten Peptide sind ebenfalls in Tab. 4.2
aufgeführt.
Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die angewandte Methodik mittels RP-HPLC-MS
geeignet ist, die Fragmente des tryptischen Verdaus der beiden Proteine β-Casein und β-Lac-
toglobulin zu detektieren. Insgesamt gelang es hierbei im tryptischen Verdau die komplette
Aminosäuresequenz der beiden Milchproteine wiederzufinden. Demnach ist die Methode für
eine Detektion und Identifizierung der mit GGG modifizierten Peptide und damit der mTG-
zugänglichen Gln-Reste einsetzbar.
4.3.1.5 Zusammenfassung
Anhand der Voruntersuchungen ergeben sich für die zu etablierende Methode zur Bestim-
mung mTG-zugänglicher Gln-Reste im Protein folgende Bedingungen:
1. Markierung: mTG-Konzentration: 3,5 U/g Protein
GGG-Konzentration: 100-facher molarer Überschuss
Inkubation: 1 h bei 40 ◦C
2. Hydrolyse: Trypsin: Enzym-Substrat-Verhältnis 1:100
Inkubation: 2,5 h bzw. 5 h bei 37 ◦C
3. Peptididentifizierung: RP-HPLC mit UV- und MS-Detektion
Die Detektion und Identifizierung von tryptischen Peptiden im RP-HPLC-Chromatogramm,
welche GGG-markierte Gln-Reste aufweisen, erfolgt über das Peakmuster und über die mas-
senspektrometrischen Daten. Kriterien für modifizierte Peptide sind hierbei das Auftreten
von neuen Peaks im RP-HPLC-Chromatogramm des Hydrolysates des modifizierten Prote-
ins sowie die Detektion von neuen Fragmenten mit charakteristischen Molmassen im Ver-
gleich zum Verdau der nicht modifizierten Referenzprobe. Die charakteristische Molmasse
resultiert hierbei aus einem enzymatischen Einbau von GGG an die im Peptid vorhanden
Gln-Reste. So wird die spezifische Molmasse des bekannten tryptischen Peptides durch die
131
4 Ergebnisse und Diskussion
Modifizierung von beispielsweise einem Gln-Rest um 172,1 Da und von zwei Gln-Resten
um 344,2 Da erhöht.
4.3.2 Identifizierung mTG-reaktiver Glutaminreste in β-Casein unter Normal-
und Hochdruck
Zur Bestimmung mTG-reaktiver Gln-Reste wurde β-Casein unter den in Kap. 4.3.1.5 be-
schriebenen optimierten Reaktionsbedingungen mit GGG in Anwesenheit von mTG un-
ter Normal- sowie Hochdruck (0,1 bzw. 400 MPa) inkubiert. Nach dieser enzymatischen
Markierung zugänglicher Gln-Reste schloss sich ein tryptischer Verdau an. Die hierbei ge-
bildeten Peptide wurden anschließend mittels RP-HPLC getrennt und im Hinblick auf das
Vorhandensein von GGG-markierten Peptiden entsprechend Kap. 4.3.1.5 analysiert. Merk-
male für markierte Peptide sind hierbei das Auftreten von „neuen“ Peaks im RP-HPLC-
Chromatogramm sowie die Detektion von „neuen“ Molmassen in den zugehörigen massen-
spektrometrischen Daten. Als Referenz wurde ein nicht modifiziertes, d.h. nicht mit mTG
und GGG inkubiertes, β-Casein mitgeführt. Die RP-HPLC-Chromatogramme der trypti-
schen Hydrolysate sind in Abb. 4.35 dargestellt.
Für β-Casein, inkubiert mit mTG und GGG unter Normaldruck, sind bei einem Vergleich
der Peakmuster mit der Referenzprobe 4 neue Peaks bei einer Retentionszeit von 14,1 min,
21,8 min, 23,7 min und 27,7 min erkennbar (Peaks 9M , 17M , 19M und 23M in Abb. 4.35
mit molaren Massen von 951,8 Da, 2394,9 Da, 3284,3 Da und 6531,2 Da). Weiterhin ge-
lang es durch eine Auswertung der massenspektrometrischen Daten ein weiteres „neues“
Peptid anhand der spezifischen Molmasse zu detektieren, welches mit anderen tryptischen
Fragmenten bei einer Retentionszeit von 22,2 min coeluiert (Peak 18M in Abb. 4.35 mit ei-
ner molaren Masse von 2358,0 Da). Da diese „neuen“ Peptide bzw. deren Molmassen zu
den jeweiligen Retentionszeiten im tryptischen Verdau der Referenzprobe nicht detektier-
bar sind (Abb. 4.36), wird belegt, dass hier eine enzymatische Modifizierung der Gln-Reste
stattgefunden hat. Die gemessenen molaren Massen der „neuen“ Fragmente sind in Tab. 4.3
zusammengefasst. Anhand dieser Massen, welche aus dem Einbau von jeweils einem Mo-
lekül GGG (Massenzunahme um 172,1 Da) in die tryptischen Peptide 170-176, 49-68-A2,
184-202, 69-97 und 114-169 resultieren, lassen sich Rückschlüsse auf die zugehörige Ami-
nosäuresequenz und somit auf die reaktiven Gln-Reste ziehen. So kann bei dem Peptid 170-
176, welches nur einen Gln-Rest enthält, Gln 175 als reaktiv eingestuft werden. In den 4
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weiteren modifizierten Peptiden befinden sich in der Aminosäuresequenz jedoch mehrere
Gln-Reste, wodurch hier keine eindeutige Zuordnung möglich ist. So sind die Reste an den
Positionen 54 oder 56 (Peptid 49-68-A2), 188, 194 oder 195 (Peptid 184-202), 72, 79 oder
89 (Peptid 69-97) und 117, 123, 141, 146, 149, 160 oder 167 (Peptid 114-169) als zugänglich
für mTG zu betrachten.
Erfolgt die Behandlung von β-Casein mit GGG und mTG unter Hochdruck bei 400 MPa,
führt dies zu keiner Veränderung der Zugänglichkeit bzw. Modifizierbarkeit der Gln-Reste
im Vergleich zur unter Normaldruck inkubierten β-Caseinprobe. So sind bei der hochdruck-
inkubierten Probe ebenfalls die mit GGG-markierten tryptischen Peptide 170-176, 49-68-
A2, 184-202, 69-97 und 114-169 im Hydrolysat nachweisbar (Abb. 4.35 und Tab. 4.3). Die
Struktur des β-Caseins, welche sehr flexibel ist und nur geringe Anteile an geordneten Se-
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Abb. 4.35: RP-HPLC des tryptischen Verdaus von unterschiedlich behandelten β-Casein-Proben zur
Bestimmung mTG-reaktiver Gln-Reste (Peak-Nummer vgl. Tab. 4.3); schwarz: Referenz,
blau: Inkubation mit GGG und 3,5 U mTG/g β-CN unter Normaldruck, grün: Inkubation
mit GGG und 3,5 U mTG/g β-CN unter Hochdruck (400 MPa)
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Abb. 4.36: Vergleich der massenspektrometrischen Daten des tryptischen Verdaus von unterschied-
lich behandelten β-Casein-Proben zur Bestimmung mTG-reaktiver Gln-Reste (Peak-
Nummer vgl. Abb. 4.35 bzw. Tab. 4.3); schwarz: Referenz, blau: Inkubation mit
GGG und 3,5 U mTG/g β-CN unter Normaldruck, grün: Inkubation mit GGG und
3,5 U mTG/g β-CN unter Hochdruck (400 MPa)
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Tab. 4.3: Mittels RP-HPLC-MS identifizierte mTG-reaktive Gln-Reste im β-Casein (Peak-Nummer
vgl. Abb. 4.35)
Peak- tryptisches Anzahl an Gln-Rest berechnete Masse detektierte Masse
Nr.[1] Peptid GGG [2] Peptid-Label- Peptid-Label-
Konjugat [Da] Konjugat [Da]
Inkubation mit 3,5 U mTG/g β-CN bei 0,1 MPa bzw. 400 MPa
9M 170-176 1 175 951,6 951,8
17M 49-68(A2) 1 54 o. 56 2394,4 2394,9
18M 184-202 1 188,194 o. 195 2357,3 2358,0
19M 69-97 1 72,79 o. 89 3283,9 3284,3
23M 114-169 1 117,123,141, 6529,5 6531,3
146,149,160
o. 167
Inkubation mit 12,5 U mTG/g β-CN bei 0,1 MPa bzw. 400 MPa
- 170-176 1 175 951,6 951,8
- 49-68(A2) 1 54 o. 56 2394,4 2394,4
- 184-202 1 188,194 o. 195 2357,3 2358,0
- 69-97 1 72,79 o. 89 3283,9 3284,7
- 114-169 1 117,123,141, 6529,5 6530,8
146,149,160
o. 167
- 184-190 1 188 992,5 992,7
- 191-202 1 194 o. 195 1554,9 1555,3
- 49-68(A2) 2 54 u. 56 2566,6 2567,0
- 114-169 2 117,123,141, 6701,5 6702,8
146,149,160
o./u. 167
[1] Peak-Nummer des tryptisches Peptids entsprechend Tab. 4.1, modifiziert mit GGG
[2] Anzahl der Moleküle an GGG im tryptischen Peptid
kundärstrukturen aufweist, unterliegt demnach keiner wesentlichen druckinduzierten Verän-
derung, welche sich auf die Zugänglichkeit der Gln-Reste für mTG auswirkt.
Doch welchen Effekt besitzt eine erhöhte mTG-Konzentration auf die Modifizierung der
Gln-Reste? Zur Überprüfung wurde die eingesetzte Enzymmenge für die Markierungsreak-
tion unter Normal- und Hochdruck von 3,5 auf 12,5 U/g β-CN erhöht. Eine anschließende
Analyse des tryptischen Verdaus zeigte, dass durch eine Steigerung der mTG-Aktivität mehr
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Gln-Reste im β-Caseinmolekül angegriffen werden können. So wurden hier 8 der 21 im
β-Casein vorhandenen Gln-Reste modifiziert, während es bei der geringeren Enzymmenge
von 3,5 U/g β-CN nur 5 Gln-Reste waren. Die identifizierten mit GGG markierten Peptide
sowie die zugehörigen reaktiven Gln-Reste sind in Tab. 4.3 dargestellt. Dies deutet darauf
hin, dass die Zugänglichkeit der Gln-Reste im offenkettigen β-Caseinmolekül vorwiegend
durch die Enzymaktivität und weniger durch die Konformation bestimmt wird.
Zusammenfassung
Mit Hilfe der in der Arbeit etablierten Methode zur Bestimmung der mTG-reaktiven Gln-
Reste konnten für β-Casein 5 der 21 im Molekül vorhanden Gln-Reste bei Verwendung von
3,5 U mTG/g β-CN bzw. 8 der 21 Gln-Reste bei einer Enzymaktivität von 12,5 U mTG/g
β-CN als zugänglich für mTG eingestuft werden. Es handelt sich hierbei um Gln-Reste an
den Positionen 54 oder 56; 72, 79 oder 89; 117, 123, 141, 146, 149, 160 oder 167; 175 und
188, 194 oder 195 bzw. 54; 56; 72, 79 oder 89; 117, 123, 141, 146, 149, 160 und/oder 167;
175; 188; 194 oder 195. Von Yan und Wold (1984) und Christensen et al. (1996) wurden
ebenfalls Untersuchungen zur Reaktivität der Gln-Reste im β-Casein durchgeführt, wobei
aber eine Säugetiertransglutaminase (GTG) zum Einsatz kam. Yan und Wold (1984) konn-
ten die Gln-Reste an den Positionen 54, 56, 79, 167, 175, 182, 194 und Christensen et al.
(1996) die Gln-Reste an den Positionen 54, 56, 72, 79, 182 als GTG-reaktiv identifizieren.
Durch einen Vergleich dieser Befunde mit den Ergebnissen dieser Arbeit ist erkennbar, dass
für GTG sowie mTG zum Teil die gleichen Gln-Reste im β-Casein zugänglich sind. Es lässt
sich daher vermuten, dass mTG und GTG ähnliche aber nicht vollkommen gleiche Spezifi-
täten besitzen. Neben der Herkunft der Transglutaminase, zeigt sich bei einem Vergleich der
Literaturstellen untereinander, dass auch die angewandten Inkubationsbedingungen (u.a. La-
bel und Inkubationszeit) einen Einfluss auf die Modifizierbarkeit der Gln-Reste besitzen. So
wurden trotz Verwendung der gleichen Transglutaminase (GTG) bei Yan und Wold (1984)
und Christensen et al. (1996) teilweise unterschiedliche Gln-Reste als reaktiv identifiziert.
Für eine Angabe der mTG-zugänglichen Gln-Reste, sind demnach auch immer die Inkuba-
tionsbedingungen mit zu betrachten.
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4.3.3 Identifizierung mTG-reaktiver Glutaminreste in β-Lactoglobulin unter
Normal- und Hochdruck
Das globuläre Milchprotein β-Lactoglobulin ist im Gegensatz zu β-Casein unter nativen
Bedingungen nicht durch mTG vernetzbar. Erst infolge einer Denaturierung, d.h. Verände-
rung der Sekundärstruktur, wird eine Quervernetzung durch mTG erreicht. Eine Möglichkeit
hierfür stellt die Hochdruckbehandlung dar (Lauber et al., 2001a). So vermindern sich bei
einer Inkubation für 20 min bei 600 MPa der α-Helix-Anteil von 15 auf 10 %, der Anteil an
β-Faltblatt-Strukturen von 54 auf 30 % und die Turn-Bereiche von 25 auf 23 %, während der
Anteil an Random coil-Bereichen von 6 auf 30 % ansteigt (Ngarize et al., 2004). Um den Ein-
fluss dieser druckinduzierten Strukturänderung auf die mTG-Zugänglichkeit der Gln-Reste
des β-Lactoglobulins zu ermitteln, wurde das Protein analog zu β-Casein mit GGG und mTG
inkubiert (Kap. 3.5.3 und Kap. 4.3.1.5). Die Modifizierung erfolgte bei 0,1 MPa sowie bei ei-
nem Druck von 400 MPa, bei welchem das Protein in einem hoch flexiblen Zustand vorliegt
(Belloque et al., 2000). Anschließend wurde das modifizierte β-Lactoglobulin tryptisch ver-
daut und die Peptide mittels RP-HPLC-MS analysiert. Der Nachweis bzw. die Identifizierung
von Peptiden, welche reaktive Gln-Reste enthalten, erfolgte über einen Vergleich des Peak-
musters sowie der massenspektrometrischen Daten des tryptischen Verdaus der modifizierten
Probe mit dem Verdau einer nicht modifizierten Referenzprobe entsprechend Kap. 4.3.1.5.
Die erhaltenen RP-HPLC-Chromatogramme sind Abb. 4.37 zu entnehmen.
Für β-Lactoglobulin, inkubiert mit GGG und mTG unter Normaldruck, sind keine Unter-
schiede im Peakprofil und in den massenspektrometrischen Daten im Vergleich zur unbe-
handelten Referenzprobe erkennbar. Demnach sind keine mit GGG modifizierten Peptide im
Hydrolysat enthalten, wodurch belegt wird, dass die Gln-Reste im β-Lactoglobulin unter na-
tiven Bedingungen nicht für mTG zugänglich sind.
Erfolgt die Inkubation hingegen bei einem hydrostatischen Druck von 400 MPa, so weist das
RP-HPLC-Chromatogramm 2 neue Peaks bei einer Retentionszeit von 12,2 und 17,8 min auf
(Peaks 9M und 18M in Abb. 4.37 mit einer Molmasse von 844,6 Da und 2484,9 Da). Zusätz-
lich wurden zwei weitere neue Fragmente, welche bei 15,1 min bzw. 18,2 min mit anderen
tryptischen Peptiden coeluieren, anhand ihrer charakteristischen Molmassen von 1104,8 Da
bzw. 2201,6 Da identifiziert (Peaks 11M bzw. 19M in Abb. 4.37). Wie es aus Abb. 4.38 her-
vorgeht, sind diese spezifischen Molmassen weder im Hydrolysat der unbehandelten β-Lac-
toglobulinlösung noch im Hydrolysat der unter Normaldruck inkubierten Probe zu den je-
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weiligen Retentionszeiten detektierbar. Demnach basieren diese „neuen“ Fragmente auf ei-
ner mTG-katalysierten Modifizierung der Gln-Reste mit GGG unter Hochdruck. In Tab. 4.4
sind die Molmassen sowie die zugehörigen Peptide zusammengefasst. Aus den Aminosäu-
resequenzen dieser Peptide, welche entsprechend der Molmasse jeweils ein Molekül GGG
enthalten (Zunahme der Peptidmasse nach Modifizierung um 172,1 Da), ist ableitbar, dass
es sich bei den reaktiven Gln-Resten um Gln 5, Gln 13, Gln 35 und Gln 59 handelt. Infol-
ge einer druckinduzierten Strukturänderung von β-Lactoglobulin werden demnach 4 der 9
Gln-Reste für mTG und damit für die Proteinquervernetzungsreaktion zugänglich.
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Abb. 4.37: RP-HPLC des tryptischen Verdaus von unterschiedlich behandelten β-Lactoglobulin-
Proben zur Bestimmung mTG-reaktiver Gln-Reste (Peak-Nummer vgl. Tab. 4.4);
schwarz: Referenz, blau: Inkubation mit GGG und 3,5 U mTG/g β-LG unter Normal-
druck, grün: Inkubation mit GGG und 3,5 U mTG/g β-LG unter Hochdruck (400 MPa)
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Abb. 4.38: Vergleich der massenspektrometrischen Daten des tryptischen Verdaus von unterschied-
lich behandelten β-Lactoglobulin-Proben zur Bestimmung mTG-reaktiver Gln-Reste
(Peak-Nummer vgl. Abb. 4.37 bzw. Tab. 4.4); schwarz: Referenz, blau: Inkubation mit
GGG und 3,5 U mTG/g β-LG unter Normaldruck, grün: Inkubation mit GGG und
3,5 U mTG/g β-LG unter Hochdruck (400 MPa)
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Tab. 4.4: Mittels RP-HPLC-MS identifizierte mTG-reaktive Gln-Reste im β-Lactoglobulin (Peak-
Nummer vgl. Abb. 4.37)
Peak- tryptisches Anzahl an Gln-Rest berechnete Masse detektierte Masse
Nr.[1] Peptid GGG [2] Peptid-Label- Peptid-Label-
Konjugat [Da] Konjugat [Da]
Inkubation mit 3,5 U mTG/g β-LG bei 400 MPa
9M 9-14 1 13 844,5 844,6
11M 1-8 1 5 1104,6 1104,8
18M 41-60 1 59 2484,4 2484,8
19M 21-40 1 35 2201,2 2201,6
Inkubation mit 12,5 U mTG/g β-LG bei 400 MPa
- 9-14 1 13 844,5 844,6
- 1-8 1 5 1104,6 1104,8
- 41-60 1 59 2484,4 2484,9
- 21-40 1 35 2201,2 2201,6
- 15-40 1 35 2878,5 2878,6
[1] Peak-Nummer des tryptisches Peptids entsprechend Tab. 4.2, modifiziert mit GGG
[2] Anzahl der Moleküle an GGG im tryptischen Peptid
Eine Erhöhung der Enzymaktivität für die Markierungsreaktion auf 12,5 U mTG/g β-LG
wirkte sich im Gegensatz zu β-Casein nicht auf die Angreifbarkeit der Gln-Reste im β-Lacto-
globulinmolekül aus (Tab. 4.4). So wurde unter Normaldruck keine enzymatische Modifizie-
rung beobachtet. Unter Hochdruck (400 MPa) waren die bereits genannten GGG-markierten
Peptide 1-8, 9-14, 21-40, 41-60 nachweisbar. Zusätzlich konnte bei einer Retentionszeit von
22,3 min das mit einem Molekül GGG modifizierte Peptid 15-40 anhand der charakteristi-
schen Molmasse von 2878,6 Da detektiert werden. Allerdings wurde der in diesem Peptid
an Position 35 lokalisierte Gln-Rest bereits schon bei der geringeren Enzymaktivität von
3,5 U mTG/g β-CN als reaktiv eingestuft. Daher ist ersichtlich, dass die Angreifbarkeit der
Gln-Reste im β-Lactoglobulin vorwiegend durch die Konformation des Proteins und nicht
durch die Enzymaktivität bestimmt wird.
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Zusammenfassung
Zusammenfassend lässt sich erkennen, dass die Gln-Reste von β-Lactoglobulin erst durch
eine Hochdruckbehandlung bei 400 MPa infolge einer druckinduzierten Strukturänderung
des Proteins für mTG zugänglich werden. Unter den angewandten denaturierenden Inkuba-
tionsbedingungen wurden 4 der 9 im β-Lactoglobulin vorhanden Gln-Reste mit GGG enzy-
matisch modifiziert. Es handelt sich hierbei um die Reste an den Positionen 5, 13, 35 und
59. Unter Normaldruck, d.h. unter nicht denaturierenden Bedingungen, konnte keine Modi-
fizierung der Gln-Reste beobachtet werden. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu den
Untersuchungen von Nieuwenhuizen et al. (2004), welche unter Verwendung des Labels
6-Aminocapronsäure eine enzymatische Modifizierung von Gln 35, Gln 59, Gln 68 sowie
Gln 155 im nativen β-Lactoglobulin nachwiesen. Die Ursache für diese Divergenz könnte in
den Reaktionsbedingungen liegen. Die Inkubation von β-Lactoglobulin mit dem Label und
mTG erfolgte bei Nieuwenhuizen et al. (2004) bei pH = 7,5 für 24 h bei 45 ◦C, gefolgt von
einem Abstoppen der Reaktion durch ein Erhitzen der Proben auf 60 ◦C für 4 h. Hierbei kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass eine beginnende Auffaltung des β-Lactoglobulins
entweder während der langen Inkubationszeit oder bei der Erhitzungsperiode zum Abstop-
pen der Reaktion, bei welcher die mTG nur langsam inaktiviert wird, für die beobachtete
Markierung der Gln-Reste verantwortlich ist. In Übereinstimmung mit den hier erwähnten
Ergebnissen zeigt sich hingegen die Untersuchung von Coussons et al. (1992), in welcher
eine GTG-Zugänglichkeit der Gln-Reste an den Positionen 155 und 159 nur nach erfolgter
Reduktion, d.h. Spaltung der Disulfidbrücken, und somit infolge einer Strukturänderung des
β-Lactoglobulins erreicht wurde.
4.3.4 Spezifität der mTG gegenüber Glutaminresten
Wie in den vorangegangenen Kapiteln beschrieben, konnten im β-Casein 8 der 21 Gln-Reste
(Gln-Reste an den Positionen 54 oder 56; 72, 79 oder 89; 117, 123, 141, 146, 149, 160
oder 167; 175 und 188, 194 oder 195 bzw. 54; 56; 72, 79 oder 89; 117, 123, 141, 146,
149, 160 und/oder 167; 175; 188; 194 oder 195) und im β-Lactoglobulin 4 der 9 Gln-Reste
(Gln-Reste an den Positionen 5, 13, 35 und 59) enzymatisch mit GGG modifiziert werden.
Demnach weist das Enzym mTG eine Spezifität gegenüber den Gln-Resten des Proteins auf,
welche hinsichtlich des Einflusses der Konformation und der Primärstruktur der Proteine im
Folgenden diskutiert wird.
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Abb. 4.39: Lokalisierung mTG-reaktiver Gln-Reste in der dreidimensionalen Struktur von β-Casein
(3D-Strukturdaten B.pdb (Kumosinski et al., 1993) dargestellt mit dem Programm
RasWin Molecular Graphics 2.7.2.1.1); blau: β-Faltblatt-Strukturen, orange: α-Helix-
Strukturen, grau: Random coil-Bereiche, rot: reaktive Gln-Reste, grün: mögliche reaktive
Gln-Reste
Die dreidimensionale Struktur von β-Casein wurde bisher nur über Modellierungsversuche
berechnet. Laut dieser energieoptimierten Struktur von Kumosinski et al. (1993), welche in
Abb. 4.39 dargestellt ist, befinden sich die als reaktiv ermittelten Gln-Reste in Random coil-
Bereichen. Weiterhin zeigt sich, dass die Sekundärstrukturen nur sehr gering ausgebildet
sind, wodurch die Proteinstruktur eine hohe Flexibilität aufweist und sich daher nicht wesent-
lich auf die mTG-Zugänglichkeit der Gln-Reste auswirken sollte. Gestärkt wird diese Ver-
mutung durch die Hochdruckexperimente. So führte eine Druckbehandlung, welche die Kon-
formation der Proteine beeinflusst, zu keiner Veränderung in der mTG-Zugänglichkeit. Im
Gegensatz dazu wurde bei β-Lactoglobulin erst nach einer druckinduzierten Denaturierung
eine Modifizierung der Gln-Reste ermöglicht. In der nativen Struktur des β-Lactoglobulins
sind Gln 5 und Gln 13 in einer α-Helix-Struktur, Gln 35 in einem Random coil-Bereich
und Gln 59 in einer β-Faltblatt-Struktur lokalisiert (Abb. 4.40). Die Lösungsmittelzugäng-
lichkeiten dieser modifizierbaren Gln-Reste, bestimmt mittels Swiss Pdb Viewer V3.7, be-
tragen 24, 35, 33 und 19 %. Diese geringen Lösungsmittelzugänglichkeiten sowie die stark
ausgeprägte Sekundärstruktur sind ausschlaggebend dafür, dass im nativen Protein keine
Modifizierung der Gln-Reste durch mTG stattfindet. Durch die Einwirkung von hohen hy-
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Abb. 4.40: Lokalisierung mTG-reaktiver Gln-Reste in der dreidimensionalen Struktur von
β-Lactoglobulin (3D-Strukturdaten 1B8E.pdb (Oliveira et al., 2001) dargestellt mit dem
Programm RasWin Molecular Graphics 2.7.2.1.1); blau: β-Faltblatt-Strukturen, orange:
α-Helix-Strukturen, grau: Random coil-Bereiche, rot: reaktive Gln-Reste
drostatischen Drücken werden jedoch bestimmte Regionen im β-Lactoglobulin aufgefaltet,
wodurch sich deren Lösungsmittelzugänglichkeit erhöht und die in diesen Bereichen befind-
lichen Gln-Reste für mTG zugänglich werden. Da modifizierbare Gln-Reste in allen Struk-
turbereichen (Random coil, α-Helix, β-Faltblatt) nachgewiesen werden konnten, scheint bei
einer Druckdenaturierung des β-Lactoglobulins die Lage der Gln-Reste in bestimmten Se-
kundärstrukturbereichen nicht mehr bestimmend für die Angreifbarkeit durch mTG zu sein.
Weitere Aspekte für die Spezifität der mTG sind die Primärstruktur des Proteins bzw. die
dem reaktiven Gln-Rest benachbarten Aminosäuren. Tab. 4.5 zeigt die durchschnittliche
Hydrophobität der Aminosäuresequenz des β-Caseins und des β-Lactoglobulins, berech-
net nach Bigelow (1967). Bei β-Casein sowie β-Lactoglobulin ist hieraus ersichtlich, dass
alle als reaktiv identifizierten Gln-Reste im hydrophoben Proteinabschnitt lokalisiert sind.
Die vier Gln-Reste im hydrophilen Proteinabschnitt 1-43 des β-Caseins werden nicht durch
mTG angegriffen. Im Hinblick auf die benachbarte Aminosäuresequenz ist vor allem bei
β-Lactoglobulin, bei welchem eine eindeutige Identifizierung der reaktiven Gln-Reste ge-
lang, erkennbar, dass große hydrophobe Aminosäuren wie Leu oder Val N-terminal und po-
sitiv geladene Aminosäuren wie Lys C-terminal zu Gln dessen Reaktivität für eine Modifi-
zierung durch mTG erhöhen (Abb. 4.41 und Abb. 4.42). Untersuchungen von Ohtsuka et al.
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Tab. 4.5: Durchschnittliche Hydrophobität der Aminosäuresequenz des β-Caseins und des
β-Lactoglobulins, berechnet nach Bigelow (1967)
β-Casein β-Lactoglobulin
AS-Reste Hydrophobität [kcal/AS-Rest] AS-Reste Hydrophobität [kcal/AS-Rest]
1-43 0,80 1-40 1,18
44-86 1,53 41-80 1,29
87-129 1,27 81-120 1,18
130-172 1,44 121-162 1,17
173-209 1,68
Abb. 4.41: Lokalisierung der mTG-reaktiven Gln-Reste in der Aminosäuresequenz von β-Casein;
rot: reaktive Gln-Reste, grün: mögliche reaktive Gln-Reste
Abb. 4.42: Lokalisierung der mTG-reaktiven Gln-Reste in der Aminosäuresequenz von
β-Lactoglobulin; rot: reaktive Gln-Reste
(2000a) zeigen ebenfalls die positive Wirkung von hydrophoben Aminosäuren sowie auch
Aminosäuren mit großen Seitenketten (z.B. Phe, Tyr, Arg) in N-terminaler Nachbarschaft zu
Gln. Anhand der Struktur des aktiven Zentrums der mTG, welche in der Arbeit von Kashiwa-
gi et al. (2002) untersucht wurde, wird daher vermutet, dass die N-terminale Seite zu Gln an
den Vorraum des aktiven Zentrums der mTG bindet, welcher vorwiegend mit hydrophoben
und nicht sauren hydrophilen Aminosäuren bedeckt ist (Kashiwagi et al., 2002; Sugimura
et al., 2008). Um eine sterische Hinderung während der katalytischen Reaktion im aktiven
Zentrum zu vermeiden, sollte die C-terminale Seite zu Gln eine hohe konformative Flexibili-
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tät und Aminosäuren mit kleinen Seitenketten aufweisen (Kashiwagi et al., 2002). Abb. 4.41
sowie Abb. 4.42 zeigen, dass an der C-terminalen Seite zu den als mTG-reaktiv nachgewiese-
nen Gln-Resten der beiden Milchproteine kaum Aminosäuren mit aromatischen Seitenketten
lokalisiert sind. Des Weiteren vermuten Sugimura et al. (2008), dass ein Arg-Rest in direk-
ter C-terminaler Nachbarschaft zu Gln mit der sauren Region im aktiven Zentrum der mTG
wechselwirken könnte. Demnach könnte auch das in direkter C-terminaler Nachbarschaft
zu Gln 175 (β-Casein), Gln 13 und Gln 59 (β-Lactoglobulin) befindliche Lys ebenfalls mit
dieser Region wechselwirken und dadurch die Reaktivität des jeweiligen Gln-Restes erhö-
hen. Tatsächlich weisen die MS-Spektren der beiden modifizierten Peptide, welche Gln 175
bzw. Gln 13 enthalten, die höchsten Intensitäten (Ion counts) auf (Abb. 4.36 und 4.38). Je-
doch kann aufgrund der womöglich unterschiedlichen Ionisierbarkeiten der verschiedenen
tryptischen Fragmente hier keine quantitative Aussage gemacht und dies nur als Hinweis be-
trachtet werden. Obwohl die Gln-Reste an den Positionen 120 und 159 im β-Lactoglobulin
ebenfalls die genannten positiven Eigenschaften aufweisen, konnte hier keine Modifizierung
beobachtet werden. Daher lässt sich vermuten, dass die benachbarten Disulfidbrücken zwi-
schen Cys 106 - Cys 119 und Cys 66 - Cys 160 die Angreifbarkeit der Gln-Reste für mTG
sterisch behindern. Dies wird durch die Untersuchungen von Coussons et al. (1992) belegt.
So konnte eine Modifizierung des Gln 159 im β-Lactoglobulinmolekül nur nach Spaltung
der Disulfidbrücke durch DTT ermöglicht werden.
4.4 Bestimmung der Reaktionsorte enzymatischer
Proteinquervernetzungsreaktionen - Lysinreste
Neben den Gln-Resten eines Proteins sind ebenfalls die Lys-Reste, welche als Acylakzep-
tor fungieren, an der Quervernetzungsreaktion durch mTG beteiligt. Im Hinblick auf die
Lys-Reste im β-Lactoglobulinmolekül stellten Nieuwenhuizen et al. (2004) in ihren Unter-
suchungen fest, dass Lys 8, Lys 77 sowie Lys 141 durch mTG angegriffen werden können.
Jedoch zeigen die Ergebnisse zur Bestimmung reaktiver Gln-Reste im Protein in Kap. 4.3.3,
dass die von Nieuwenhuizen et al. (2004) eingesetzten Inkubationsbedingungen nicht opti-
mal zur Ermittlung der Reaktionsorte im nativen β-Lactoglobulin sind. Für β-Casein, dem
Hauptprotein der Milch, sind keine Literaturdaten bekannt. Auf Grund dessen lag der Fo-
kus der Arbeit in der Etablierung und Anwendung einer Methode zur Bestimmung mTG-
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reaktiver Lys-Reste in den nativen sowie denaturierten Milchproteinen β-Casein und β-Lac-
toglobulin.
4.4.1 Methodenetablierung
Die Vorgehensweise zur Ermittlung mTG-reaktiver Lys-Reste sollte entsprechend der Be-
stimmung der Gln-Reste auf den Schritten - enzymatische Markierung, Proteinspaltung und
RP-HPLC-Analyse - erfolgen. Die für die Gln-Reste etablierte Analysenmethode musste
demnach im Hinblick auf die mTG-Konzentration, das Markierungsreagenz, die Labelmen-
ge und den enzymatischen Verdau für eine Ermittlung der mTG-zugänglichen Lys-Reste
angepasst werden. Dies erfolgte anhand von β-Casein und wurde anschließend auf β-Lacto-
globulin übertragen. Die Inkubationszeit von 1 h und die Inkubationstemperatur von 40 ◦C
für die Markierungsreaktion wurden beibehalten. Der Inkubationspuffer Tris-Salzsäure wur-
de durch Tris-Acetat ersetzt, da hier eine bessere Löslichkeit des Labels beobachtet wurde.
4.4.1.1 Ermittlung der optimalen Enzymaktivität
Für die Bestimmung der reaktiven Lys-Reste wird Tris-Acetat anstatt Tris-Salzsäure als In-
kubationspuffer eingesetzt. Da sich des veränderte Puffersystem auf die Aktivität der mTG
5 10 15 20 25 30
0
100
200
300
400
500
600
700
 0 U/g -CN
 2 U/g -CN
 4 U/g -CN
 6 U/g -CN
O
lig
om
er
Tr
im
er
D
im
er
M
on
om
er
A
bs
or
pt
io
n 
be
i 2
80
 n
m
 [A
U
]
Zeit [min]
(a)
0 1 2 3 4 5 6
0
10
20
30
40
50
60
70
O
lig
om
er
si
er
un
gs
gr
ad
 [%
]
mTG [U/g CN]
(b)
Abb. 4.43: (a) GPC von β-Casein (0,1 % w/v) inkubiert mit mTG (0-6 U/g β-CN) bei 40 ◦C für 1 h
im Tris-Acetat-Puffer und (b) die daraus ermittelten Oligomerisierungsgrade
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auswirkt, war eine erneute Ermittlung der Enzymmenge, welche eine 50 %ige Caseinoligo-
merisierung verursacht (Kap. 4.3.1.1) erforderlich. Hierzu wurde β-Casein bei 40 ◦C für 1 h
mit unterschiedlichen mTG-Konzentrationen (0-6 U mTG/g β-CN) im Tris-Acetat-Puffer
inkubiert und der erreichte Oligomerisierungsgrad mittels Superdex-GPC analysiert. Die
GPC-Chromatogramme sowie die daraus berechneten Vernetzungsgrade sind in Abb. 4.43
dargestellt. Aus den Ergebnissen geht hervor, dass in dem hier verwendeten Tris-Acetat-
Puffer-System eine mTG-Aktivität von 5,5 U mTG/g β-CN für die Markierungsreaktion
notwendig ist.
4.4.1.2 Auswahl der Markersubstanz
Grundlage der Bestimmungsmethode der reaktiven Lys-Reste ist eine durch mTG-katalysierte
Markierung mit Hilfe einer Labelsubstanz. Z-Gln-Gly ist in der Literatur als geeignetes
Substrat für mTG beschrieben (Ando et al., 1989) und wurde bereits von Nieuwenhuizen
et al. (2003) zur Untersuchung der reaktiven Lys-Reste erfolgreich eingesetzt. Neben Z-Gln-
Gly wurde weiterhin noch das ungeschützte Gln-Gly auf seine Eignung als Markersubstanz
getestet. Ein geeigneter Marker zeichnet sich durch die Eigenschaft aus, die enzymatische
Quervernetzung zu inhibieren (Kap. 4.3.1.2). Grundlage ist, dass der Marker als Substrat der
mTG in Konkurrenz zu den im Protein vorhandenen Gln-Resten tritt. Wird das Label hierbei
in ausreichender Menge eingesetzt, erfolgt anstatt einer Ausbildung der Isopeptidbindung ein
Einbau des Labels an die Lys-Reste durch mTG. Nieuwenhuizen et al. (2003) verwendeten
in ihren Untersuchungen einen ca. 22-fachen molaren Überschuss an Z-Gln-Gly bezogen
auf die im Protein vorhandenen Lys-Reste. Zum Testen der Markersubstanzen Z-Gln-Gly
bzw. Gln-Gly, wurden diese daher jeweils in einem 25-fachen molaren Überschuss einer
β-Caseinlösung zugesetzt und mit 5,5 U mTG/g β-CN bei 40 ◦C für 1 h inkubiert. Die
Bestimmung der durch die Anwesenheit der Label verursachten Hemmung der Caseinquer-
vernetzung wurde via Superdex-GPC durchgeführt. Wurde Gln-Gly zugesetzt, so konnte
hierbei keine Inhibierung der Quervernetzung beobachtet werden, während ein Zusatz von
Z-Gln-Gly den Oligomerisierungsgrad um ca. 80 % reduzierte. Es wird vermutet, dass die
hydrophobe N-terminale funktionelle Gruppe essentiell für die Substrataktivität des Labels
ist. So könnte diese hydrophobe Gruppe mit den hydrophoben Aminosäuren im Vorraum des
aktiven Zentrums der mTG wechselwirken, wodurch der im Label vorhandene Gln-Rest in
das aktive Zentrum hineinreichen kann und eine enzymatische Reaktion ermöglicht wird.
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Ein positiver Effekt von hydrophoben Aminosäuren in N-terminaler Nachbarschaft zu Gln
wurde bereits in Kap. 4.3.4 nachgewiesen. Für die Ermittlung der an der Vernetzung betei-
ligten Lys-Reste ist daher Z-Gln-Gly für die enzymatische Modifizierungsreaktion geeignet.
Eine denaturierende Wirkung auf Proteine, wie es bei einem Zusatz von MDC der Fall war
(Kap. 4.3.1.2), konnte für Z-Gln-Gly nicht beobachtet werden. Somit ist eine Anwendung
für das native sowie hochdruckdenaturierte Protein gleichermaßen möglich.
4.4.1.3 Optimierung der Labelkonzentration
Ziel dieser Optimierung ist es, eine Labelkonzentration zu ermitteln, bei welcher die mTG-
katalysierte Quervernetzung am stärksten inhibiert wird. Diese kompetitive Inhibierung der
Oligomerisierung ist mit einem enzymatischen Einbau des Labels an die Lys-Reste des Pro-
teins gleichzusetzen. β-Casein wurde mit 5,5 U mTG/g β-CN und einem 25-, 50- und 100-
fachen molaren Überschuss des Labels Z-Gln-Gly, bezogen auf die im Protein vorhandenen
Lys-Reste, bei 40 ◦C für 1 h inkubiert. Eine anschließende Untersuchung der Quervernet-
zung mittels Superdex-GPC zeigte, dass ein 25-facher Überschuss die Oligomerisierung um
ca. 80 % verminderte. Eine Steigerung der Labelmenge auf einen 50- bzw. 100-fachen Über-
schuss führte zu einer Senkung der Oligomerisierung um 84 bzw. 88 %. Da diese relativ
starke Konzentrationserhöhung keinen ausgeprägten Effekt auf die Hemmung der Vernet-
zung besitzt, wurde ein Labelüberschuss von 30-fach als ausreichend für eine erfolgreiche
Markierung reaktiver Lys-Reste angesehen.
4.4.1.4 Proteinhydrolyse
Für eine Lokalisierung der mit Z-Gln-Gly markierten Lys-Reste innerhalb der Proteinstruk-
tur ist eine spezifische enzymatische Spaltung des modifizierten Proteins in kleinere Peptide
notwendig, welche anschließend mittels RP-HPLC-MS getrennt und identifiziert werden sol-
len. Als hydrolytisches Enzym könnte hierfür Chymotrypsin eingesetzt werden, welches im
Gegensatz zu Trypsin nicht an Lys-X-Bindungen spaltet. Demnach sollte die chymotrypti-
sche Hydrolyse nicht durch eine Modifizierung der Lys-Reste des Proteins mit Z-Gln-Gly
beeinflusst werden. Chymotrypsin gehört zur Familie der Serin-Proteasen und spaltet bevor-
zugt C-terminal zu Tyr, Phe und Trp sowie mit einer geringeren Reaktivität auch C-terminal
zu Leu, Met und Ala. Zur Charakterisierung des chymotryptischen Verdaus wurde zunächst
nicht modifiziertes β-Casein sowie β-Lactoglobulin in einem Enzym-Substrat-Verhältnis
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von 1:100 für 5 h bei 37 ◦C mit Chymotrypsin inkubiert und die gebildeten Peptide anschlie-
ßend mittels RP-HPLC-MS untersucht. Die Identifizierung bzw. Zuordnung der Peaks zu den
chymotryptischen Fragmenten erfolgte entsprechend dem tryptischen Verdau in Kap. 4.3.1.4
über einen Vergleich der mittels ESI-TOF-MS detektierten Massen mit den aus der Ami-
nosäuresequenz der Proteine berechneten erwarteten Peptidmassen (bei einer spezifischen
Spaltung durch Chymotrypsin) sowie durch die vom Auswerteprogramm für die detektierten
Molmassen der jeweiligen Peaks vorgeschlagenen Aminosäuresequenzen. Es gelang hierbei
jedoch nicht, die komplette Aminosäuresequenz des β-Caseins sowie des β-Lactoglobulins
im Hydrolysat wiederzufinden. So konnten beispielsweise im RP-HPLC-Chromatogramm
des chymotryptischen Verdaus von β-Casein Peptide nicht detektiert werden, welche Lys 95,
Lys 97, Lys 105 sowie Lys 107 in ihrer Sequenz enthalten. Im chymotryptischen Hydrolysat
des β-Lactoglobulins war das Peptid, welches Lys 47 enthält, nicht nachweisbar. Grund dafür
sind vermutlich unvollständige Spaltungen sowie weitere unspezifische Hydrolysen durch
Chymotrypsin, welche jedoch nicht bekannt sind. Chymotrypsin ist daher für eine Lokalisie-
rung reaktiver Lys-Reste nicht geeignet. Infolgedessen kam für eine Proteinhydrolyse Tryp-
sin, welches schon erfolgreich zur Bestimmung mTG-reaktiver Gln-Reste angewandt wurde,
zum Einsatz. Die RP-HPLC-Chromatogramme des tryptischen Hydrolysates der nicht mo-
difizierten Proteine sowie die Zuordnung der Peaks zu den tryptischen Fragmenten wurden
bereits in Kap. 4.3.1.4 erläutert. Werden allerdings modifizierte Proteine, d.h. Proteine de-
ren Lys-Reste mit Z-Gln-Gly markiert wurden, mit Trypsin inkubiert, so wirkt sich dies auf
die Hydrolyse aus. Diese Veränderungen sind bei einer Analyse des tryptischen Verdaus zu
beachten und sind im nachfolgenden Kap. 4.4.1.5 erläutert.
4.4.1.5 Zusammenfassung
Anhand der Voruntersuchungen ergeben sich für die zu etablierende Methode zur Bestim-
mung mTG-zugänglicher Lys-Reste im Protein folgende Bedingungen:
1. Markierung: mTG-Aktivität: 5,5 U/g Protein
Z-Gln-Gly-Konzentration: 30-facher molarer Überschuss
Inkubation: 1 h bei 40 ◦C
2. Hydrolyse: Trypsin: Enzym-Substrat-Verhältnis 1:100
Inkubation: 2,5 h bzw. 5 h bei 37 ◦C
3. Peptididentifizierung: RP-HPLC mit UV- und MS-Detektion
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Eine Identifizierung der mit Z-Gln-Gly modifizierten Peptide nach dem tryptischen Verdau
des Proteins erfolgt über das Peakprofil und über die zugehörigen massenspektrometrischen
Daten. Neue Peaks im RP-HPLC-Chromatogramm sowie die Detektion von neuen Fragmen-
ten mit charakteristischen Molmassen im tryptischen Hydrolysat der modifizierten Probe im
Vergleich zur nicht modifizierten Probe deuten auf einen Einbau von Z-Gln-Gly hin. Die
spezifischen Molmassen von Peptiden mit einem markierten Lys-Rest setzen sich hierbei
wie folgt zusammen. Bei Trypsin handelt es sich um eine Endopeptidase, welche bevorzugt
an Peptidbindungen spaltet, an denen die basischen Aminosäuren Lys oder Arg beteiligt
sind. Eine Spaltung der Peptidbindung an den mit Z-Gln-Gly modifizierten Lys-Resten ist
aber nicht mehr möglich. Bei einem tryptischen Verdau werden somit aufgrund der fehlen-
den Spaltung an einem mit Z-Gln-Gly modifizierten Lys-Rest neue Peptide gebildet, deren
charakteristische Molmasse aus den zum markierten Lys-Rest benachbarten Peptiden und
der Masse des eingebauten Z-Gln-Gly (320,3 Da) zusammengesetzt ist. Liegt der für mTG
zugängliche Lys-Rest jedoch innerhalb eines Peptides, wie es beispielsweise bei dem Frag-
ment 29-32 aus β-Casein der Fall ist, so resultiert die charakteristische Molmasse aus der
Masse des Peptides erhöht um die Masse des eingebauten Z-Gln-Gly.
4.4.2 Identifizierung mTG-reaktiver Lysinreste in β-Casein unter Normal- und
Hochdruck
β-Casein wurde entsprechend Kap. 3.6.3 bzw. Kap. 4.4.1.5 im Tris-Acetat-Puffer bei 40 ◦C
für 1 h zur enzymatischen Modifizierung der Lys-Reste mit Z-Gln-Gly und mTG behandelt.
Die Versuche erfolgten unter Normaldruck sowie unter hohen hydrostatischen Drücken von
400 MPa, um den Einfluss einer druckinduzierten Strukturänderung zu erfassen. Nach einem
tryptischen Verdau des modifizierten β-Caseins wurden die entstandenen Peptide mittels
RP-HPLC mit UV- und MS-Detektion aufgetrennt und anhand des Peakprofils und der mas-
senspektrometrischen Daten analysiert (Kap. 4.4.1.5). Die erhaltenen RP-HPLC-Chroma-
togramme der Hydrolysate von nicht modifiziertem sowie modifiziertem β-Casein sind in
Abb. 4.44 dargestellt.
Im Hydrolysat der mit Z-Gln-Gly unter Normaldruck inkubierten β-Caseinprobe sind im
Chromatogramm keine neuen Peaks detektierbar, welche die für modifizierte Peptide cha-
rakteristischen Molmassen aufweisen. Durch eine Analyse der massenspektrometrischen
Daten gelang es jedoch 3 „neue“ Fragmente im Vergleich zur Massenspur des unbehandel-
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ten β-Caseins bei Retentionszeiten von 13,6, 14,7 und 19,7 min nachzuweisen (Abb. 4.45),
welche mit anderen tryptischen Peptiden des Hydrolysates coeluieren (Peak 4M , 5+2M und
9+7M in Abb. 4.44). Das Peptid bei einer Retentionszeit von 13,6 min weist eine Molmasse
von 836,7 Da auf. Dies entspricht der Molmasse des mit einem Z-Gln-Gly markierten Pepti-
des 29-32 (Molmassenzunahme des tryptischen Peptides um 320,3 Da). Ebenso basieren die
bei 14,7 min bzw. bei 20,4 min detektierten charakteristischen Massen von 1230,9 Da bzw.
1911,5 Da auf einem Einbau von einem Molekül Z-Gln-Gly in die tryptischen Fragmente
100-107 bzw. 170-183. Anhand der Aminosäuresequenz dieser drei „neuen“ Peptide kann
auf eine Modifizierung der Lys-Reste an den Positionen 29, 105 sowie 176 geschlossen wer-
den. Die identifizierten Peptide und die zugehörigen Molmassen sind in Tab. 4.6 dargestellt.
Erfolgt die enzymatische Markierungsreaktion von β-Casein unter Hochdruck bei 400 MPa,
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Abb. 4.44: RP-HPLC des tryptischen Verdaus von unterschiedlich behandelten β-Casein-Proben zur
Bestimmung mTG-reaktiver Lys-Reste (Peak-Nummer vgl. Tab. 4.6); schwarz: Referenz,
blau: Inkubation mit Z-Gln-Gly und 5,5 U mTG/g β-CN unter Normaldruck, grün: Inku-
bation mit Z-Gln-Gly und 5,5 U mTG/g β-CN unter Hochdruck (400 MPa)
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Abb. 4.45: Vergleich der massenspektrometrischen Daten des tryptischen Verdaus von unterschied-
lich behandelten β-Casein-Proben zur Bestimmung mTG-reaktiver Lys-Reste; schwarz:
Referenz, blau: Inkubation mit Z-Gln-Gly und 5,5 U mTG/g β-CN unter Normaldruck,
grün: Inkubation mit Z-Gln-Gly und 5,5 U mTG/g β-CN unter Hochdruck (400 MPa)
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Tab. 4.6: Mittels RP-HPLC-MS identifizierte mTG-reaktive Lys-Reste im β-Casein (Peak-Nummer
vgl. Abb. 4.44)
Peak- tryptisches Anzahl an Lys-Rest berechnete Masse detektierte Masse
Nr.[1] Peptid Z-Gln-Gly [2] Peptid-Label- Peptid-Label-
Konjugat [Da] Konjugat [Da]
Inkubation mit 5,5 U mTG/g β-CN bei 0,1 MPa bzw. 400 MPa
4M 29-32 1 29 836,6 836,7
5+2M 100-107 1 105 1230,8 1230,9
9+7M 170-183 1 176 1911,3 1911,5
Inkubation mit 19,5 U mTG/g β-CN bei 0,1 MPa bzw. 400 MPa
- 29-32 1 29 836,6 836,7
- 100-107 1 105 1230,8 1230,9
- 170-183 1 176 1911,3 1911,6
[1] Peak-Nummer des tryptisches Peptids entsprechend Tab. 4.1, modifiziert mit Z-Gln-Gly
[2] Anzahl der Moleküle an Z-Gln-Gly im tryptischen Peptid
führt dies zu keiner Veränderung in der Modifizierbarkeit der Lys-Reste. Es werden unter
Hochdruck ebenfalls Lys 29, Lys 105 und Lys 176 durch mTG angegriffen (Abb. 4.44 und
Tab. 4.6). Wie für die Gln-Reste zeigt sich auch für die Lys-Reste, dass eine Hochdruckbe-
handlung keinen Einfluss auf die Struktur von β-Casein besitzt, welche sich auf die mTG-
Zugänglichkeit auswirkt. Die Reaktivität der Lys-Reste wird daher vorwiegend durch die
Primärstruktur des Proteins bestimmt.
Durch eine Erhöhung der mTG-Konzentration konnte bereits eine Verbesserung des Umsat-
zes der Gln-Reste im β-Casein mit dem Label GGG beobachtet werden (Kap. 4.3.2). Daher
wurde auch für die Bestimmung der mTG-reaktiven Lys-Reste die mTG-Aktivität für die
Markierungsreaktion um das 2,5-fache von 5,5 auf 19,5 U mTG/g β-CN erhöht. Jedoch zeig-
ten sich hier keine Unterschiede in der Angreifbarkeit der Lys-Reste (Tab. 4.6). Dies deutet
darauf hin, dass mTG gegenüber den Lys-Resten im β-Casein spezifischer ist als gegenüber
den Gln-Resten.
Zusammenfassung
Für β-Casein konnten unter Normal- sowie Hochdruck anhand der beschriebenen Methode
3 der 11 im β-Caseinmolekül vorhandenen Lys-Reste als reaktiv für die mTG-katalysierte
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Vernetzungsreaktion eingestuft werden. Es handelt sich hierbei um die Lys-Reste an den
Positionen 29, 105 und 176. Da sich eine Erhöhung der Enzymaktivität sowie eine Druckbe-
handlung nicht auf die mTG-Zugänglichkeit auswirkte, wird vermutet, dass die Primärstruk-
tur des β-Caseins einen sehr großen Einfluss auf die Reaktivität der Lys-Reste besitzt.
4.4.3 Identifizierung mTG-reaktiver Lysinreste in β-Lactoglobulin unter
Normal- und Hochdruck
Im β-Lactoglobulinmolekül konnten die Gln-Reste nur infolge einer druckinduzierten De-
naturierung des Proteins durch mTG modifiziert werden (Kap. 4.3.3). Zur Überprüfung
der mTG-Zugänglichkeit der Lys-Reste wurde daher β-Lactogobulin unter den optimierten
Reaktionsbedingungen aus Kap. 4.4.1.5 mit mTG sowie dem Markierungsreagenz Z-Gln-
Gly versetzt und unter Normal- sowie Hochdruck bei 400 MPa inkubiert, tryptisch verdaut
und die gebildeten Peptide mittels RP-HPLC-MS analysiert. Ebenfalls wurde ein nicht mo-
difiziertes β-Lactoglobulin als Referenz mitgeführt. Die erhaltenen RP-HPLC-Chromato-
gramme der jeweiligen tryptischen Hydrolysate sind in Abb. 4.46 dargestellt. Die Detektion
und Identifizierung der mit Z-Gln-Gly markierten Peptide erfolgte anhand des Peakmusters
und der massenspektrometrischen Untersuchung entsprechend Kap. 4.4.1.5.
Die RP-HPLC-Chromatogramme in Abb. 4.46 zeigen, dass für das unter Normaldruck mo-
difizierte β-Lactoglobulin 2 neue Peaks bei Retentionszeiten von 20,1 und 20,7 min im
Vergleich zum Peakprofil der nicht modifizierten Probe zu erkennen sind (Peak 16M bzw.
11+9M und 2+12M in Abb. 4.46). Über die zugehörige Massenspur lassen sich die charak-
teristischen Molmassen von 1907,6 Da und 1222,7 Da bei der Retentionszeit von 20,1 min
und 1468,9 Da bei der Retentionszeit von 20,7 min detektieren. Diese sind in der Referenz-
probe nicht nachweisbar (Abb. 4.47), wodurch diese Peptide ausschließlich auf eine mTG-
katalysierte Reaktion, d.h. auf einer Modifizierung der Lys-Reste, zurückzuführen sind. Wei-
tere mit Z-Gln-Gly markierte Peptide, welche mit anderen tryptischen Fragmenten coeluie-
ren, konnten anhand der massenspektrometrischen Daten nicht detektiert werden. Die Mol-
massen der „neuen“ Fragmente sind in Tab. 4.7 zusammengefasst. Bei dem Fragment mit der
charakteristischen Molmasse von 1907,6 Da handelt es sich um das mit Z-Gln-Gly markier-
te Peptid 1-14, welches durch eine fehlende tryptische Spaltung infolge einer Modifizierung
des Lys 8 aus den benachbarten tryptischen Fragmenten 1-8 und 9-14 entstanden ist. Ent-
sprechend sind die Peptide mit einer Molmassen von 1222,7 Da bzw. 1468,9 Da auf eine
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fehlende Hydrolyse an den Lys-Resten Lys 77 bzw. Lys 141 zurückzuführen, wodurch die
mit jeweils einem Molekül Z-Gln-Gly modifizierten Peptide 76-83 bzw. 139-148 gebildet
wurden. Demnach werden Lys 8, Lys 77 und Lys 141 durch mTG unter Normaldruck ange-
griffen.
Nach einer enzymatischer Markierung unter Hochdruck bei 400 MPa lassen sich bei der RP-
HPLC-Analyse des tryptischen Verdaus ebenfalls die mit Z-Gln-Gly modifizierten Fragmen-
te 1-14, 76-83 und 139-148 ermitteln. Somit kann ebenfalls auf die mTG-reaktiven Lys-Reste
an den Positionen 8, 77 und 141 geschlossen werden. Auffällig ist hier jedoch eine Steige-
rung der Peakintensität dieser modifizierten Fragmente im RP-HPLC-Chromatogramm so-
wie eine Zunahme der Ion counts der zugehörigen Massenspuren im Vergleich zur Nor-
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Abb. 4.46: RP-HPLC des tryptischen Verdaus von unterschiedlich behandelten β-Lactoglobulin-
Proben zur Bestimmung mTG-reaktiver Lys-Reste (Peak-Nummer vgl. Tab. 4.7);
schwarz: Referenz, blau: Inkubation mit Z-Gln-Gly und 5,5 U mTG/g β-LG unter Nor-
maldruck, grün: Inkubation mit Z-Gln-Gly und 5,5 U mTG/g β-LG unter Hochdruck
(400 MPa)
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Abb. 4.47: Vergleich der massenspektrometrischen Daten des tryptischen Verdaus von unterschied-
lich behandelten β-Lactoglobulin-Proben zur Bestimmung mTG-reaktiver Lys-Reste;
schwarz: Referenz, blau: Inkubation mit Z-Gln-Gly und 5,5 U mTG/g β-LG unter Nor-
maldruck, grün: Inkubation mit Z-Gln-Gly und 5,5 U mTG/g β-LG unter Hochdruck
(400 MPa)
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Tab. 4.7: Mittels RP-HPLC-MS identifizierte mTG-reaktive Lys-Reste im β-Lactoglobulin (Peak-
Nummer vgl. Abb. 4.46)
Peak- tryptisches Anzahl an Lys-Rest berechnete Masse detektierte Masse
Nr.[1] Peptid Z-Gln-Gly [2] Peptid-Label- Peptid-Label-
Konjugat [Da] Konjugat [Da]
Inkubation mit 5,5 U mTG/g β-LG bei 0,1 MPa
16M 76-83 1 77 1223,0 1222,7
11+9M 1-14 1 8 1907,5 1907,6
2+12M 139-148 1 141 1469,2 1468,9
Inkubation mit 5,5 U mTG/g β-LG bei 400 MPa
8M 70-75 1 70 1020,9 1020,7
16M 76-83 1 77 1223,0 1222,7
11+9M 1-14 1 8 1907,5 1907,2
2+12M 139-148 1 141 1469,2 1468,9
13+7M 78-91 1 83 1891,4 1891,1
Inkubation mit 19,5 U mTG/g β-LG bei 0,1 MPa bzw. 400 MPa
- 70-75 1 70 1020,9 1020,7
- 76-83 1 77 1223,0 1222,8
- 1-14 1 8 1907,5 1907,3
- 139-148 1 141 1469,2 1469,0
- 78-91 1 83 1891,4 1891,2
[1] Peak-Nummer des tryptisches Peptids entsprechend Tab. 4.2, modifiziert mit Z-Gln-Gly
[2] Anzahl der Moleküle an Z-Gln-Gly im tryptischen Peptid
maldruckprobe (Abb. 4.46 und Abb. 4.47). So weisen nach einer Inkubation bei Hoch-
druck alle Peaks deutlich höhere Signale auf. Durch Hochdruck bzw. durch die erreichte
Denaturierung der β-Lactoglobulinstruktur wird demnach die Zugänglichkeit dieser Lys-
Reste für mTG deutlich verbessert. Da unter Normaldruck die Signale für die Peptide 1-14
(Lys 8) und 139-148 (Lys 141) im Vergleich zur hochdruckbehandelten Probe kaum zu de-
tektieren sind, können die Lys-Reste 8 und 141 als reaktive Stellen unter Hochdruck defi-
niert werden. Des Weiteren ist infolge einer Druckinkubation ein neuer Peak im RP-HPLC-
Chromatogramm bei einer Retentionszeit von 21,4 min (Peak 13+7M in Abb. 4.46 mit einer
Molmasse 1891,1Da) sowie bei der massenspektrometrischen Analyse ein weiteres „neu-
es“ Fragment mit der Molmasse 1020,7 Da, welches bei 16,0 min mit anderen tryptischen
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Fragmenten coeluiert (Peak 8M in Abb. 4.46), im Hydrolysat nachweisbar. In den Hydroly-
saten der Referenz- und Normaldruckprobe sind diese Molmassen nicht detektierbar, wie es
Abb. 4.47 belegt. Daher basieren diese auf einer enzymatischen Modifizierung der Lys-Reste
während der Hochdruckbehandlung. Anhand der charakteristischen Molmassen dieser zwei
markierten Peptide, welche in Tab. 4.7 aufgeführt sind, kann auf die Peptidsequenz und da-
mit auf die mTG-reaktiven Lys-Reste geschlossen werden. Das detektierte „neue“ Fragment
mit der Molmasse von 1020,7 Da resultiert aus einem Einbau eines Moleküls Z-Gln-Gly
in das tryptische Fragment 70-75. Das Peptid enthält in seiner Aminosäuresequenz zwei
potentiell reaktive Lys-Reste an Position 70 und 75. Da aber die tryptische Hydrolyse an
Lys 75 ungehindert ablief, kann davon ausgegangen werden, dass hier keine Modifizierung
mit Z-Gln-Gly erfolgte (Kap. 4.4.1.5). Demnach ist der Lys-Rest an Position 70, welcher
nicht an der durch Trypsin katalysierten Proteinspaltung beteiligt ist, als modifiziert zu be-
trachten. Bei dem modifizierten Peptid mit der Molmasse von 1891,1 Da handelt es sich um
das Fragment 78-91, welches aufgrund einer fehlenden tryptischen Spaltung am markiertem
Lys 83 aus den Peptiden 78-83 und 84-91 gebildet wurde. Die nachgewiesene Modifizierbar-
keit von Lys 70 und Lys 83 belegt, dass durch eine Druckbehandlung bzw. Strukturänderung
mehr Lys-Reste durch mTG angegriffen werden können.
Ob eine erhöhte mTG-Aktivität von 19,5 U mTG/g β-LG zu einer Veränderung der Modi-
fizierbarkeit der Lys-Reste unter Normaldruck bzw. Hochdruck führt, wurde ebenfalls un-
tersucht. Entsprechend zu β-Casein konnte aber kein Effekt auf die Zugänglichkeit der Lys-
Reste beobachtet werden. Demnach wird die Reaktivität der Lys-Reste auch bei β-Lacto-
globulin vorwiegend durch die Konformation und nicht durch die Enzymaktivität bestimmt.
Zusammenfassung
Zusammenfassend ist festzustellen, dass bei β-Lactoglobulin unter Normaldruck die Lys-
Reste an den Positionen 8, 77 und 141 für eine Derivatisierung mit Z-Gln-Gly durch mTG
zugänglich sind, wobei deren Reaktivitäten durch eine Hochdruckbehandlung deutlich er-
höht werden. Infolge einer Druckdenaturierung und damit Strukturänderung des Proteins
werden zusätzlich Lys 70 und Lys 83 durch mTG angegriffen. Dies zeigt, dass unter Normal-
druck die Lys-Reste für mTG zwar zugänglich sind, aber erst durch eine Druckbehandlung
die Modifizierbarkeit und Angreifbarkeit stark erhöht werden.
Zu beachten ist hier allerdings, dass das Label Z-Gln-Gly aufgrund der hydrophoben Grup-
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pe zu einer geringen Denaturierung von β-Lactoglobulin führen kann. Hierbei könnten die
Lysinreste in geringem Maße für einen Angriff durch mTG zugänglich werden, wobei aber
die Strukturänderung nicht so stark ist, dass eine sichtbare Quervernetzung bzw. eine Frei-
setzung der freien Thiolgruppe des β-Lactoglobulin wie bei MDC erfolgt (Kap. 4.4.1.2).
Die Voruntersuchungen in Kap. 4.4.1.2 zeigten allerdings, dass die hydrophobe Gruppe im
Label Z-Gln-Gly notwendig ist, um als Substrat für mTG zu fungieren. Eine Angreifbarkeit
von Lys 8, Lys 77 und Lys 141 durch mTG im nativen β-Lactoglobulin wurde bereits von
Nieuwenhuizen et al. (2004) beschrieben. Die von Nieuwenhuizen et al. (2004) angewand-
ten Inkubationsbedingungen für β-Lactoglobulin lassen jedoch vermuten, dass das Protein
schon teilweise denaturiert vorlag (Kap. 4.3.1.4).
Ebenfalls ist es auch möglich, dass die Lys-Reste an den Positionen 8, 77 und 141 von
β-Lactoglobulin unter Normaldruck in geringen Maße zugänglich sind und das Label nicht
zur Proteindenaturierung führt. Demnach wären diese Reste im nativen β-Lactoglobulin für
mTG angreifbar. Eine Proteinquervernetzung von β-Lactoglobulin findet unter nativen Be-
dingungen aber dennoch nicht statt, da die an der Reaktion ebenfalls beteiligten Gln-Reste
für mTG nicht zugänglich sind (Kap. 4.3.3).
4.4.4 Spezifität der mTG gegenüber Lysinresten
Bei der Bestimmung der mTG-zugänglichen Lys-Reste mit Hilfe des Labels Z-Gln-Gly
konnten 3 der 11 Lys-Reste im β-Casein (Lys 29, Lys 105, Lys 176) als reaktiv unter na-
tiven und denaturierenden Bedingungen nachgewiesen werden. Im β-Lactoglobulin wurden
3 der 15 Lys-Reste (Lys 8, Lys 77, Lys 141) als reaktiv unter „nativen“ Bedingungen iden-
tifiziert, wobei bis auf den Lys-Rest Lys-77 nur eine sehr geringe Reaktion erfolgte. Unter
hohen hydrostatischen Drücken konnten im β-Lactoglobulin zusätzlich die Lys-Reste an den
Positionen 70 und 83 durch mTG angegriffen werden, wodurch hier 5 der 15 vorhanden Lys-
Reste als mTG-reaktiv zu betrachten sind. Da nicht alle Lys-Reste der Proteine durch mTG
modifiziert wurden, lässt dies auf eine Spezifität der mTG gegenüber den im Protein vorhan-
denen Lys-Resten schließen.
Im β-Caseinmolekül, dessen dreidimensionale Struktur in Abb. 4.48 dargestellt ist, liegen
Lys 105 und Lys 176 in Random coil-Bereichen und Lys 29 am N-terminalen Ende einer
α-Helix und besitzen Lösungsmittelzugänglichkeiten von 34, 12 und 27 % (bestimmt mittels
Swiss Pdb Viewer V3.7). Da es sich aber bei β-Casein um ein Protein mit einer sehr offenen
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Abb. 4.48: Lokalisierung mTG-reaktiver Lys-Reste in der dreidimensionalen Struktur von β-Casein
(3D-Strukturdaten B.pdb (Kumosinski et al., 1993) dargestellt mit dem Programm
RasWin Molecular Graphics 2.7.2.1.1); blau: β-Faltblatt-Strukturen, orange: α-Helix-
Strukturen, grau: Random coil-Bereiche, rot: reaktive Lys-Reste
und flexiblen Struktur handelt, ist der Einfluss der gering ausgebildeten Sekundärstruktur auf
die Angreifbarkeit der Lys-Reste vernachlässigbar. Weiterhin basiert die in Abb. 4.48 darge-
stellte Struktur auf Berechnungen und muss daher nicht zwangsweise der wahren Protein-
struktur entsprechen. Innerhalb der dreidimensionalen Struktur von β-Lactoglobulin, welche
unter anderem aus den Untersuchungen von Oliveira et al. (2001) bekannt ist (Abb. 4.49),
sind die unter nativen Bedingungen schwach modifizierbaren Lys-Reste Lys 8 und 77 in Ran-
dom coil-Bereichen und Lys 141 in einer α-Helix lokalisiert und besitzen Lösungsmittelzu-
gänglichkeiten von 56, 69 und 49 % (bestimmt mittels Swiss Pdb Viewer V3.7). Demnach
können die Lys-Reste in Random coil-Bereichen sowie innerhalb einer α-Helix durch mTG
modifiziert werden, sofern sie eine hohe Lösungsmittelzugänglichkeit besitzen. Die Reakti-
vität dieser Reste wird allerdings durch eine druckinduzierte Auffaltung des Proteins stark
erhöht. Lys 70 und Lys 83, welche nur unter hohen hydrostatischen Drücken durch mTG
angegriffen werden können, sind in einer β-Faltblatt-Struktur gelegen und zu 46 und 16 %
dem Lösungsmittel zugewandt (bestimmt mittels Swiss Pdb Viewer V3.7). Vermutlich wirkt
sich entweder die Lage in einer β-Faltblatt-Struktur und/oder die geringere Lösungsmittel-
zugänglichkeit negativ auf einen Angriff durch mTG aus. So konnten auch Lee et al. (2002)
und Nieuwenhuizen et al. (2004) beobachten, dass die Lys-Reste im Vergleich zu den Gln-
Resten mehr dem Lösungsmittel zugewandt sein müssen, um eine Modifizierung durch mTG
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Abb. 4.49: Lokalisierung mTG-reaktiver Lys-Reste in der dreidimensionalen Struktur von
β-Lactoglobulin (3D-Strukturdaten 1B8E.pdb (Oliveira et al., 2001) dargestellt mit dem
Programm RasWin Molecular Graphics 2.7.2.1.1); blau: β-Faltblatt-Strukturen, orange:
α-Helix-Strukturen, grau: Random coil-Bereiche, rot: reaktive Lys-Reste
zu ermöglichen.
Neben der Sekundärstruktur wird weiterhin der Einfluss der Primärstruktur auf die Angreif-
barkeit der Lys-Reste betrachtet. Die nach Bigelow (1967) berechneten durchschnittlichen
Hydrophobitäten der Aminosäuresequenz von β-Casein und β-Lactoglobulin in Tab. 4.5 in
Kap. 4.3.4 zeigen, dass die identifizierten mTG-reaktiven Lys-Reste im hydrophoben sowie
hydrophilen Proteinabschnitt lokalisiert sind. Ein Einfluss der hydrophoben Aminosäuren
auf die Angreifbarkeit der Lys-Reste durch mTG kann somit nicht nachgewiesen werden.
In Abb. 4.50 und Abb. 4.51 sind die modifizierbaren Lys-Reste innerhalb der Aminosäure-
sequenz von β-Casein und β-Lactoglobulin dargestellt. Bei β-Casein sind den durch mTG
modifizierbaren Lys-Resten Lys 29, Lys 105 und Lys 176 Aminosäuren mit ungeladenen
bzw. positiv geladenen Seitenketten benachbart. Lys-Reste, welche nicht durch mTG ange-
griffen werden, befinden sich hingegen in direkter Nachbarschaft zu negativ geladenen Ami-
nosäuren wie Glu oder Asp sowie zu Aminosäuren mit ungeladenen polaren (hydrophilen)
Seitenketten, wie Ser und Tyr. Diese Beobachtungen für β-Casein werden durch die Unter-
suchungen an β-Lactoglobulin bestätigt. So sind die als mTG-reaktiv identifizierten Reste
Lys 8, Lys 70, Lys 77, Lys 83 und Lys 141 weder neben einer negativ geladenen Aminosäure
noch neben Aminosäuren mit unpolaren hydrophilen Seitenketten gelegen. In Übereinstim-
mung mit diesen Ergebnissen stehen die Forschungen von Ohtsuka et al. (2000b) und Ka-
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Abb. 4.50: Lokalisierung der mTG-reaktiven Lys-Reste in der Aminosäuresequenz von β-Casein;
rot: reaktive Lys-Reste
Abb. 4.51: Lokalisierung der mTG-reaktiven Lys-Reste in der Aminosäuresequenz von
β-Lactoglobulin; rot: reaktive Lys-Reste
shiwagi et al. (2002), welche eine positive Wirkung von positiv geladenen Aminosäuren und
einen negativen Effekt von negativ geladenen Aminosäuren auf die Umsetzung der Lys-Reste
beschreiben. So führt eine Substitution von Asn durch Lys bzw. Arg in direkter N-terminaler
Position zu Lys zu einer erhöhten Reaktivität (Taguchi et al., 2000), während eine negati-
ve Ladung im Abstand von weniger als vier Aminosäuren zu Lys den Angriff durch mTG
vermindert (Ohtsuka et al., 2000b). Abweichend davon konnte Nieuwenhuizen et al. (2003)
keinen Einfluss der benachbarten Aminosäuren auf die Reaktivität der Lys-Reste feststellen.
In seinen Untersuchungen am α-Lactalbumin wurden Lys-Reste durch mTG modifiziert,
egal ob sie neben Glu, Asp, His, Lys, Thr, Ile, Gly, Ala oder Leu positioniert waren. Die
Struktur des aktiven Zentrums der mTG sowie der von Kashiwagi et al. (2002) postulierte
Reaktionsmechanismus der Acyl-Transfer-Reaktion (Kap. 2.1.3) lassen jedoch eine Erklä-
rung für die beobachteten positiven und negativen Effekte der geladenen Aminosäuren auf
die Lys-Reaktivität zu. Nach Kashiwagi et al. (2002) befinden sich im hinteren Bereich des
aktiven Zentrums, wo die Anbindung des Acylakzeptors erfolgt, hauptsächlich Aminosäuren
mit negativer Ladung. Die Zugänglichkeit von Lys-Resten für mTG kann daher durch positiv
geladene Aminosäuren in deren Nachbarschaft erhöht werden (Kashiwagi et al., 2002). Ne-
gativ geladene Aminosäuren könnten dagegen eher „abstoßend“ wirken. Des Weiteren lässt
sich im Hinblick auf den Reaktionsmechanismus folgendes erkennen. Ein wichtiger Reakti-
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onsschritt der Acyl-Transfer-Reaktion ist die Abstraktion eines Protons von der Seitenkette
des Lys-Restes durch das negativ geladene Asp 255 der katalytischen Triade (Kap. 2.1.3,
Abb. 2.3, Schritt D). Befindet sich nun eine negativ geladene Aminosäure in Nachbarschaft
zu dem Lys-Rest, erfolgt eine Abstoßung zu dem negativ geladenen Asp 255, wodurch eine
Annäherung und damit eine Reaktion verhindert wird.
4.5 Identifizierung mTG-reaktiver Glutamin- und Lysinreste in
micellar assoziiertem β-Casein
In Milch liegen die Caseine nicht frei, sondern aggregiert in Form von Micellen vor, was
sich maßgeblich auf die enzymkatalysierte Quervernetzungsreaktion auswirkt. Beispielswei-
se führt eine mTG-Behandlung mit 4 U mTG/g CN bei 40 ◦C für 1 h bei Natriumcaseinat
zu einem mittels Superdex-GPC bestimmten Oligomerisierungsgrad von ca. 37 %. Die Ca-
seine der Milch werden dagegen unter den gleichen Bedingungen nur zu ca. 20 % vernetzt
(Kap. 4.2.1). Demnach bieten die monomeren Caseine im Natriumcaseinat einen ungehin-
derten Zugang für das Enzym mTG, während die Zugänglichkeit durch die micellare Asso-
ziation erschwert ist (Mautner et al., 1999; Bönisch et al., 2004). Inwieweit sich die micel-
lare Struktur auch auf die mTG-zugänglichen Gln- bzw. Lys-Reste im β-Casein auswirkt,
wurde daher in diesem Teil der Arbeit untersucht. Ziel war es hierbei einen Vergleich zu
den Reaktionsorten von „freiem“ β-Casein zu erstellen und Rückschlüsse auf eine mögliche
Assoziation der Caseine innerhalb der Micelle zu ziehen. Vorraussetzung für diese Untersu-
chungen ist die Beobachtung, dass innerhalb der Caseinmicelle vorwiegend β-Casein durch
mTG angegriffen wird (Kap. 4.2.2), wodurch eine enzymatische Modifizierung der Gln- bzw.
Lys-Reste und damit eine Ermittlung der Reaktionsorte im micellaren β-Casein ermöglicht
wird.
4.5.1 Methodenetablierung
Die Ermittlung der für mTG zugänglichen Gln- bzw. Lys-Reste von β-Casein innerhalb der
Caseinmicelle basiert auf den bereits für „freies“ β-Casein etablierten Methoden zur Reak-
tionsortbestimmung in Kap. 4.3.1 und Kap. 4.4.1. Grundlage ist demnach die enzymatische
Markierung der Gln-Reste mit GGG bzw. der Lys-Reste mit Z-Gln-Gly, ein anschließender
tryptischer Verdau und eine Analyse der gebildeten Peptide mittels RP-HPLC-MS. Jedoch
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müssen die Reaktionsbedingungen auf das neue Substrat Caseinmicellen angepasst werden.
4.5.1.1 Auswahl des Substrates
Als Quelle für „native“ Micellen dient pasteurisierte Milch, welche im Vergleich zur UHT-
Magermilch nur eine geringe Hitzebehandlung erfahren hat. Nachteil der pasteurisierten
Milch ist jedoch das Vorhandensein eines Inhibitors für mTG, wodurch die Aktivität des
Enzyms und damit die Proteinquervernetzung vermindert werden. Bei dem Inhibitor handelt
es sich um eine hitzelabile Substanz mit einem Molekulargewicht von 200-250 kDA (de Jong
et al., 2003), welche im Milchserum lokalisiert ist (Bönisch et al., 2004). Ebenfalls wirkt sich
der relativ hohe Fettgehalt von 1,5 % auf die analytischen Untersuchungen mittels RP-HPLC
sowie GPC (Adsorption von Fett an die Säule) und auf die Analyse mittels DLS (Überlage-
rung der Größenverteilung von Micelle und Fetttröpfchen) negativ aus. Aufgrund dessen
wurde die pasteurisierte Milch zur Abtrennung der Caseinmicellen bei 11000 U/min zentri-
fugiert. Der Überstand, welcher u.a. das Fett und den Inhibitor enthält, wurde abdekantiert
und die präzipitierten Micellen in einem synthetischen Milchultrafiltrat (SMUF) suspendiert.
Die hierbei erhaltene Micelllösung wurde anschließend zur Optimierung der Methodenpa-
rameter bezüglich Enzymaktivität und Labelmenge und letztendlich zur Bestimmung der
Reaktionsorte der enzymatischen intramicellaren Quervernetzung verwendet.
4.5.1.2 Ermittlung der optimalen Enzymaktivität
Um die Reaktionsorte in micellarem β-Casein mit denen im „freien“ β-Casein vergleichen
zu können, sollte eine Enzymaktivität eingesetzt werden, bei welcher ebenfalls ein Oligome-
risierungsgrad von 50 % erreicht wird. Hierzu wurden die Micelllösungen mit unterschied-
lichen Enzymaktivitäten (8-14 U mTG/g CN) für 1 h bei 40 ◦C inkubiert und anschließend
über eine Analyse mittels Superdex-GPC der erreichte Oligomerisierungsgrad ermittelt. Ei-
ne ca. 50 %ige Vernetzung konnte bei einer Enzymaktivität von 14 U mTG/g CN beobachtet
werden.
4.5.1.3 Ermittlung der optimalen Labelmenge
Um einen effektiven Einbau der Label an die Reaktionsorte zu erhalten, müssen GGG so-
wie Z-Gln-Gly in einem hohen molaren Überschuss bezogen auf die Gln- und Lys-Reste
im Protein zugesetzt werden. Da es sich aber bei dem Untersuchungsmaterial Caseinmi-
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cellen um ein dynamisches System handelt, könnte eine Veränderung in der umgebenden
Matrix z.B. durch den Zusatz der Markerreagenzien, einen Einfluss auf die micellare Struk-
tur besitzen. Für eine Bestimmung der Reaktionsorte von β-Casein innerhalb der intakten
Micelle muss daher eine ausreichende Stabilität der Micellstruktur bei den angewandten In-
kubationsbedingungen gewährleistet sein. Zur Überprüfung des Effektes eines Labelzusatzes
auf die Caseinmicelle wurden die Micelllösungen mit unterschiedlichen Konzentrationen an
GGG bzw. Z-Gln-Gly versetzt und die Micellstabilität bzw. die Veränderung der micellaren
Struktur anhand von Trübungsmessungen sowie einer Analyse via DLS charakterisiert. Die
Versuche zeigten, dass die micellare Struktur bis zu einem 150-fachen bzw. 30-fachen mo-
laren Überschuss an GGG bzw. Z-Gln-Gly bezogen auf die im β-Casein vorhandenen Gln-
bzw. Lys-Reste stabil ist.
Die Bestimmung der optimalen Labelkonzentration für eine erfolgreiche enzymatische Mar-
kierung der Reaktionsorte erfolgte analog zu dem „freien“ isolierten β-Casein (Kap. 4.3.1.3
und Kap. 4.4.1.3). Im Hinblick auf das Label GGG wird ein 100-facher molarer GGG-
Überschuss zur erfolgreichen Markierung reaktiver Gln-Reste als optimal angesehen, da hier
die Quervernetzung fast vollständig um ca. 98 % inhibiert wurde. Für Z-Gln-Gly wird ein
30-facher Überschuss ausgewählt. Bei dieser Labelkonzentration wurde zwar nur eine Ver-
ringerung der Quervernetzung um ca. 57 % beobachtet, jedoch ist hier die Stabilität der
Caseinmicelle noch gegeben.
4.5.1.4 Proteinhydrolyse
Nach einer Behandlung der Micelllösung mit den Labeln in Gegenwart von mTG wird ein
Proteingemisch erhalten, welches sich aus den nicht modifizierten αS-, β- und κ-Caseinen
sowie aus den enzymatisch markierten Caseinen zusammensetzt. Um eine anschließende Er-
mittlung der Reaktionsorte im β-Casein zu erleichtern, sollte eine Abtrennung des β-Caseins
aus dem Proteingemisch erfolgen. Da aber eine Isolierung nach Aschaffenburg (1963) bzw.
mittels Ionenaustauscher nach Schwarzenbolz (2000) nicht erfolgreich waren, sollte das ge-
samte Proteingemisch einem tryptischen Verdau unterzogen und die dabei gebildeten Peptide
über eine RP-HPLC-MS aufgetrennt und analysiert werden. Die Etablierung der Proteinhy-
drolyse erfolgte zunächst an einer unbehandelten Micelllösung. In Abb. 4.52 ist das erhaltene
RP-HPLC-Chromatogramm des tryptischen Hydrolysates der gesamten Micelllösung darge-
stellt. Anhand einer Analyse der massenspektrometrischen Daten gelang es, die meisten der
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bekannten tryptischen Fragmente des β-Caseins aus Kap. 4.3.1.4 im Hydrolysat der Micell-
lösung wiederzufinden und bestimmten Peaks im RP-HPLC-Chromatogramm in Abb. 4.52
zuzuordnen. Die identifizierten Fragmente sind in Tab. 4.8 zusammengefasst. Anhand der
Aminosäuresequenz dieser Peptide ist erkennbar, dass hierdurch die komplette Sequenz von
β-Casein bis auf His 106 - Lys 107 im Hydrolysat detektiert werden konnten. Da aber in
dem Peptid 106-107 kein mTG-reaktiver Lys- bzw. Gln-Rest enthalten ist, sollte der trypti-
sche Verdau der gesamten Micelllösung zur Analyse reaktiver Gln- und Lys-Reste geeignet
sein. So wurden hier alle tryptischen Fragmente von β-Casein detektiert, welche bereits für
isoliertes β-Casein in Kap. 4.3.2 bzw. Kap. 4.4.2 als modifiziert nachgewiesenen worden
sind.
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Abb. 4.52: RP-HPLC des tryptischen Verdaus der Micelllösung (Peak-Nummer vgl. Tab. 4.8)
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Tab. 4.8: Mittels RP-HPLC-MS identifizierte Peptide von β-Casein im tryptischen Verdau der Mi-
celllösung (Peak-Nummer vgl. Abb. 4.52)
tryptisches berechnete detektierte detektierte Retentions- Peak-
Peptid Masse Masse Ladung zeit Nummer
[Da] [Da] [min]
theoretisch zu erwartende Peptide
1 174,1 n.d. — — —
2-25 2965,2 n.d. — — —
26-28 373,2 373,3 +1 3,1 3
29 146,1 n.d. — — —
30-32 388,2 387,3 +1 14,3 8
33-48 2060,8 2060,7 +2 11,4 6
49-97 A1 5355,9 5356,5 +3,+4 29,6 22
A2 5315,9 n.d. — — —
98-99 245,2 245,2 +1 2,5 1
100-105 654,3 645,3 +1 10,2 5
106-107 283,2 n.d. — — —
108-113 747,4 747,4 +1 15,6 10
114-169 6357,3 6357,9 +3,+4,+5 30,7 23
170-176 779,5 779,5 +1,+2 15,0 9
177-183 829,5 829,4 +1,+2 13,4 7
184-202 2184,2 2185,1 +2 25,0 18
203-209 741,4 741,4 +1 21,0 14
zusätzlich detektierte Peptide
1-25 3121,3 3121,0 +2 15,8 11
29-32 516,3 516,4 +1 3,4 4
49-68 A1 2262,2 n.d. — — —
A2 2222,2 2222,0 +2 24,5 17
53-68 A1 1767,9 1768,8 +2 22,1 16
A2 1727,9 1727,9 +2 21,3 15
53-97 A1 4861,6 4862,2 +3,+4 28,1 21
A2 4821.6 n.d. — — —
69-97 3111,7 3111,4 +2,+3 26,3 19
114-143 3464,8 3465,4 +2,+3 27,4 20
191-202 1381,8 1382,7 +1,+2 18,7 13
184-190 820,4 820,4 +1 16,5 12
n.d.: nicht detektierbar
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4.5.1.5 Zusammenfassung
Zur Identifizierung reaktiver Gln- bzw. Lys-Reste von micellar aggregiertem β-Casein erge-
ben sich folgende optimierte Inkubationsparameter:
1. Markierung: mTG-Konzentration: 14 U/g CN
GGG-Konzentration: 100-facher molarer Überschuss
Z-Gln-Gly-Konzentration: 30-facher molarer Überschuss
Inkubation: 1 h bei 40 ◦C
2. Hydrolyse: Trypsin: Enzym-Substrat-Verhältnis 1:100
Inkubation: 5 h bei 37 ◦C
3. Peptididentifizierung: RP-HPLC mit UV- und MS-Detektion
Eine Detektion und Identifizierung der mit GGG bzw. Z-Gln-Gly markierten Peptide wird
wie folgt durchgeführt. Neben dem β-Casein werden bei einem tryptischen Verdau der ge-
samten Micelllösung ebenfalls die αS-Caseine und κ-Caseine hydrolysiert. Die hierbei gebil-
deten Fragmente sind jedoch nicht alle bekannt, wodurch eine Analyse des tryptischen Hy-
drolysates im Hinblick auf die Detektion von „neuen“ modifizierten Peptiden von β-Casein,
sei es durch das Auftreten von neuen Peaks im RP-HPLC-Chromatogramm oder durch das
Vorhandensein neuer Molmassen im Vergleich zum Hydrolysat einer unbehandelten Micell-
lösung, erschwert wird. Da aber für das isolierte β-Casein die Molmassen und Retentions-
zeiten der mit GGG bzw. Z-Gln-Gly modifizierten tryptischen Peptide bereits in Kap. 4.3.2
und Kap. 4.4.2 identifiziert wurden, kann nun im tryptischen Micellhydrolysat spezifisch
nach diesen anhand der bekannten Molmassen und Retentionszeiten gesucht werden. Wer-
den hierbei nicht alle modifizierbaren Peptide im Micellhydrolysat wiedergefunden, sollte
dies auf den Einfluss der micellaren Struktur zurückzuführen sein.
4.5.2 Bestimmung der Reaktionsorte (Glutamin- und Lysinreste) von
β-Casein innerhalb der Micelle
Zur Bestimmung der Reaktionsorte der enzymatischen Quervernetzung von β-Casein inner-
halb der Micelle wurden die aus pasteurisierter Milch isolierten Caseinmicellen in SMUF
suspendiert und mit mTG in Gegenwart der Label GGG bzw. Z-Gln-Gly bei 40 ◦C für 1 h
inkubiert (Kap. 4.5.1.5). Nach einem tryptischen Verdau der gesamten Micelllösung wurden
die hierbei gebildeten Peptide mittels RP-HPLC-MS untersucht. Augenmerk der Analyse lag
168
4 Ergebnisse und Diskussion
in der Detektion der bereits für isoliertes β-Caseins nachgewiesenen modifizierten Peptide
entsprechend Kap. 4.5.1.5. So wurden in den Untersuchungen in Kap. 4.3.2 und Kap. 4.4.2
für nicht micellares β-Casein 5 tryptische Fragmente mit jeweils einem modifizierten Gln-
Rest und 3 tryptische Peptide mit jeweils einem modifizierten Lys-Rest ermittelt, welche
hier nochmals in Tab. 4.9 aufgeführt sind. Die spezifische Suche nach diesen Peptiden im
RP-HPLC-Chromatogramm anhand der bekannten Retentionszeit sowie in den zugehörigen
massenspektrometrischen Daten des Hydrolysates anhand der bekannten Molmasse ergab,
dass 2 der Gln-haltigen und 1 der Lys-haltigen Peptide gefunden wurden. Es handelt sich
hierbei um die mit einem GGG-modifizierten Fragmente 170-176 und 69-97 (Peak 9M und
19M in Abb. 4.53 mit molaren Massen von 951,6 Da und 3284,1 Da) und um das Peptid
29-32 mit einem markierten Lys-Rest (Peak 4M in Abb. 4.53 mit einer molaren Masse von
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Abb. 4.53: RP-HPLC des tryptischen Verdaus von unterschiedlich behandelten Micelllösungen zur
Bestimmung mTG-reaktiver Gln- und Lys-Reste (Peak-Nummer vgl. Tab. 4.9); schwarz:
Referenz, blau: Inkubation mit GGG und 14 U mTG/g CN, grün: Inkubation mit Z-Gln-
Gly und 14 U mTG/g CN
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Abb. 4.54: Vergleich der massenspektrometrischen Daten des tryptischen Verdaus von unterschied-
lich behandelten Micelllösungen zur Bestimmung mTG-reaktiver Gln- und Lys-Reste;
schwarz: Referenz, blau: Inkubation mit GGG und 14 U mTG/g CN, grün: Inkubation mit
Z-Gln-Gly und 14 U mTG/g CN
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Tab. 4.9: Mittels RP-HPLC-MS identifizierte mTG-reaktive Gln- und Lys-Reste von β-Casein der
Micelllösung (Peak-Nummer vgl. Abb. 4.53)
Peak- tryptisches Gln- bzw. berechnete Masse detektierte Masse Peptid-
Nr.[1] Peptid[2] Lys-Rest Peptid-Label- Label-Konjugat [Da]
Konjugat [Da] (im Micellhydrolysat)
Identifizierung reaktiver Gln-Reste
9M 170-176 175 951,6 951,6
17M 49-68(A2) 54 o. 56 2394,4 n.d.
18M 184-202 188,194 o. 195 2357,3 n.d.
19M 69-97 72,79 o. 89 3283,8 3284,1
23M 114-169 117,123,141,146, 6529,4 n.d.
149,160 o. 167
Identifizierung reaktiver Lys-Reste
4M 29-32 29 836,6 836,6
5+2M 100-107 105 1230,8 n.d.
9+7M 170-183 176 1912,2 n.d.
[1] Peak-Nummer des tryptisches Peptids entsprechend Tab. 4.1, modifiziert mit GGG bzw. Z-Gln-Gly
[2] in Kap.4.3.2 und 4.4.2 für „freies“ β-Casein identifizierte Peptide mit reaktiven Gln- bzw. Lys-Resten
n.d.: nicht detektierbar
836,6 Da), welche bei 14,4, 25,3 und 14,1 min gemeinsam mit anderen tryptischen Fragmen-
ten des Micellhydrolysates coeluieren. Im Hydrolysat einer unbehandelten, d.h. nicht mit
mTG und den Labeln inkubierten, Micelllösung sind diese Molmassen nicht nachweisbar
(Abb. 4.54). Somit basieren diese auf einer Modifizierung der in den Peptiden enthalten Gln-
bzw. Lys-Reste durch mTG und werden nicht infolge eines tryptischen Verdaus der gesamten
Micelllösung gebildet. Da laut Molmasse nur jeweils ein Gln- bzw. Lys-Rest markiert wurde,
kann man anhand der Aminosäuresequenz der Fragmente auf die mTG-reaktiven Gln-Reste
Gln 175 (Peptid 170-176) und Gln 72, Gln 79 oder Gln 89 (Peptid 69-97) sowie auf den
mTG-reaktiven Lys-Rest Lys 29 (Peptid 29-32) schließen.
Zusammenfassung
Im micellaren β-Casein wurden 2 der 21 Gln-Reste und 1 der 11 Lys-Reste als mTG-reaktiv
nachgewiesen, während in isoliertem β-Casein 5 der 21 Gln-Reste und 3 der 11 Lys-Reste
für mTG zugänglich waren. Die Angreifbarkeit der Gln- und Lys-Reste durch mTG ist daher
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im micellaren β-Casein vermindert, wodurch sich die mittels Superdex-GPC beobachtete
schlechtere Vernetzbarkeit der Caseinmicellen im Vergleich zu „freiem“ Natriumcaseinat er-
klären lässt. Es existiert vermutlich eine Art Vorstrukturierung der β-Caseine innerhalb der
Micelle, infolgedessen nur wenige spezifische Gln- und Lys-Reste für eine mTG-katalysierte
Quervernetzung zur Verfügung stehen. Diese spezifischen Reaktionsorte könnten die Aus-
bildung eines Isopeptidnetzwerkes ermöglichen, welches für die in Kap. 4.1 beobachtete
erhöhte Stabilität der micellaren Struktur verantwortlich ist.
4.5.3 Spezifität der mTG gegenüber Glutamin- und Lysinresten in micellarem
β-Casein
Die Zugänglichkeit der Gln- bzw. Lys-Reste ist für β-Casein innerhalb der Micelle im Ver-
gleich zu „freiem“ β-Casein verringert. Grundlage hierfür könnte eine spezifische Anord-
nung der micellaren β-Caseine sein (Vorstrukturierung), wodurch einige Reaktionsorte für
mTG schlechter und andere besser zugänglich werden. Um über die Assoziation der β-Case-
ine sowie über die mTG-katalysierte Vernetzungsreaktion innerhalb der Micelle eine Aussa-
ge treffen zu können, muss die Lage der reaktiven Gln- und Lys-Reste im β-Caseinmolekül
verdeutlicht werden. Nach Wong et al. (1996) ist die Struktur von β-Casein aus einem stark
negativ geladenen hydrophilen Teil (Position 1-40) und einem hydrophoben Teil (Position
136-209) aufgebaut. Vereinfacht lässt sich die schematische β-Caseinstruktur als seifenähn-
lich mit einem polaren Kopf und einem hydrophoben Schwanz darstellen (Belitz et al., 2001;
Töpel, 2004). Innerhalb dieser Struktur sind die als reaktiv identifizierten Reste Gln 175 so-
wie Gln 72, 79 oder 89 im hydrophoben Schwanz lokalisiert, während sich der zugängli-
che Lys 29-Rest im polaren Kopf befindet. Um nun eine Isopeptidbindung zwischen die-
sen Gln- und Lys-Resten zu ermöglichen, müssen die β-Caseine innerhalb der Caseinmi-
celle nebeneinander (laminar) angeordnet sein, wobei die polaren Köpfe zweier benachbar-
ter β-Caseinmoleküle entgegengesetzt gerichtet sind. Eine micellähnliche Anordnung der
β-Caseine hingegen, wie sie in Lösung bei hohen Proteinkonzentrationen stattfindet, würde
eine Quervernetzung zwischen dem Lys-Rest im polaren Kopf und dem Gln-Rest im apola-
ren Schwanz verhindern. Die Vermutung der Assoziation der β-Caseine und die Ausbildung
der Isopetidbindung innerhalb der Micellen ist in Abb. 4.55 graphisch dargestellt. Vorteil die-
ser „laminaren“ Anordnung ist, dass die polaren Köpfe des β-Caseins den größtmöglichen
Abstand haben, wobei hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den apolaren Schwänzen
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möglich sind und die β-Caseine in der Micelle zusammenhalten. Des Weiteren wurde in
Kap. 4.3.4 vermutet, dass positive Aminosäuren in Nachbarschaft zu einem Gln-Rest dessen
Reaktivität erhöhen. Da Gln 175 einem Lys-Rest benachbart ist, sollte dieser im Vergleich
zu Gln 72, 79 oder 89 reaktiver sein. Es lässt sich demnach annehmen, dass eine Isopep-
tidbindung durch mTG bevorzugt zwischen Lys 29 und Gln 175 ausgebildet wird, wobei
aber die weiteren als reaktiv identifizierten Gln-Reste für eine zusätzliche Vernetzung in die
dreidimensionale Raumrichtung dienen könnten.
(a) (b)
Abb. 4.55: (a) Lokalisierung mTG-reaktiver Gln- und Lys-Reste in der dreidimensionalen Struktur
von β-Casein und (b) daraus abgeleitete Vermutung zur Assoziation sowie Quervernet-
zung der β-Caseine innerhalb der Micelle; blau: β-Faltblatt-Strukturen, orange: α-Helix-
Strukturen, grau: Random coil-Bereiche, grün: mTG-reaktive Lys, rot: mTG-reaktive Gln,
lila: Isopeptidbindung (3D-Strukturdaten B.pdb (Kumosinski et al., 1993) dargestellt mit
dem Programm RasWin Molecular Graphics 2.7.2.1.1)
4.6 Aussagen zum Micellaufbau und der intramicellaren
mTG-katalysierten Caseinquervernetzung
Über den Aufbau der Micelle existieren verschiedene Modelle, welche in Kap. 2.3 zusam-
mengefasst sind. Grundlegend lassen sich diese in drei Hauptkategorien - das Submicell-
Modell, das Internal-Structure-Modell und das Coat-Core-Modell - einteilen. Jedoch ist noch
nicht geklärt, welches Modell der realen Struktur der Micelle am nächsten kommt. So gibt
es für jede Kategorie Für- und Widersprüche. Ein Ziel der Arbeit sollte es demnach sein,
anhand der hier durchgeführten Untersuchungen zur Quervernetzungsreaktion innerhalb der
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Micelle sowie den Stabilitätsuntersuchungen einen genaueren Einblick in den Micellaufbau
zu erhalten.
Es konnte erfolgreich gezeigt werden, dass durch mTG eine Fixierung der Caseinmoleküle
innerhalb der micellaren Struktur erfolgt, wodurch der Anteil an extramicellarem Casein im
Milchserum abnimmt. Vorraussetzung für diese intramicellare Quervernetzung ist, dass das
Enzym mTG in die micellare Struktur eindringen kann. Als grundlegendes Micellmodell
kann daher das Internal-Structure-Modell herangezogen werden. Demnach handelt es sich
um eine „lose“ Caseinaggregation, bei welcher ein Zugang des Micellinneren für Enzyme
ermöglicht wird. Eine Destabilisierung bzw. Zerstörung der micellaren Struktur konnte im
Rahmen der Arbeit durch verschiedene Methoden (EDTA-, Ethanolzusatz, pH-Wertsenkung,
Hochdruck) erreicht werden, welche auf die hydrophoben sowie elektrostatischen Wech-
selwirkungen abzielten. Es kann daher geschlussfolgert werden, dass ein Zusammenhalt
bzw. eine Aggregation der Caseine in der Micelle auf einem Zusammenspiel der Calci-
umphosphatbrücken (elektrostatische Wechselwirkung) und hydrophoben Wechselwirkun-
gen basiert. Horne (1998) beschreibt in Übereinstimmung mit dieser Vermutung in seinem
„Dual bonding model“, dass αS- bzw. β-Caseine über hydrophobe Wechselwirkung mitein-
ander aggregieren und kolloidales Calciumphosphat (CCP) zum einen als Verbindungspunkt
zwischen den Caseinen dient und zum anderen die elektrostatische Abstoßung der Casei-
ne durch Anlagerung an deren Phosphoserin-Reste vermindert. Weiterhin konnten bei einer
Destabilisierung bzw. einem Zerfall der Micellstruktur keine Submicellen detektiert werden,
was gegen das Submicell-Modell spricht. Durch die in Kap. 4.2 durchgeführte Charakteri-
sierung der intramicellaren Caseinquervernetzung kann nun eine weitere Strukturierung der
Caseinmicelle erfolgen. So wurde nachgewiesen, dass β-Casein im Vergleich zu αS-Casein
in Milch stärker durch mTG angegriffen wird. In Natriumcaseinat hingegen waren beide
Caseinarten in gleicher Weise durch mTG vernetzbar. Des Weiteren lässt die beobachtete
erhöhte Stabilität der micellaren Struktur nach erfolgter mTG-katalysierten Quervernetzung
vermuten, dass durch mTG eine Art Isopeptidnetzwerk in dem äußeren Bereich der Mi-
celle ausgebildet wird. Demzufolge könnten sich die αS-Caseine im für mTG schlechter
zugänglichen inneren Bereich der Micelle befinden, während die β-Caseine vorwiegend in
der äußeren Micellschicht lokalisiert sind und daher bevorzugt durch mTG vernetzt wer-
den. Ermöglicht wird die Ausbildung eines Isopeptidnetzwerkes durch die Anordnung der
β-Caseine in dieser Micellschicht. So zeigte die Bestimmung der reaktiven, d.h. für mTG zu-
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gänglichen Gln- und Lys-Reste in micellarem β-Casein, dass Gln 72, Gln 79 oder Gln 89 und
Gln 175 im hydrophoben sowie Lys 29 im hydrophilen Caseinteil durch das Enzym modifi-
ziert werden können. Zur Ermöglichung einer Quervernetzung zwischen diesen Gln-Resten
und dem Lys-Rest müssen die β-Caseine in der Micelle laminar angeordnet sein, wobei die
hydrophilen Köpfe den größtmöglichen Abstand voneinander haben und hydrophobe Wech-
selwirkungen zwischen den hydrophoben Schwänzen stattfinden können. Betrachtet man die
Caseinmicelle nach erfolgter Vernetzung durch mTG, so kann man sich die vorher „lose“ Ca-
seinaggregation durch die Ausbildung von Isopeptidbindungen in fester strukturierter Weise
vorstellen. Das hier postulierte Modell für vernetzte Caseinmicellen besteht demnach aus
einem festen äußeren „Mantel“ aus vernetztem β-Casein und einem weichen Kern aus nicht
oder nur gering vernetztem αS-Casein („GiOTTO R©-Modell“)2. Dieses Isopeptidnetzwerk ist
für die beobachteten verbesserten funktionellen Eigenschaften und für eine erhöhte Stabili-
tät der micellaren Struktur verantwortlich. Der Vorschlag für den Aufbau der Caseinmicelle
ohne und mit mTG-Vorbehandlung ist zum besseren Verständnis bildlich in Abb. 4.57 dar-
gestellt.
Micellares αS1-Casein wurde aufgrund der geringen Zugänglichkeit für mTG im Rahmen
der Arbeit nicht weiter untersucht, wodurch hier keine Information über die in der Micelle
vorherrschende Aggregationsform erhalten werden konnte. Betrachtet man jedoch die Er-
gebnisse für β-Casein, so entspricht die hier in der Arbeit vorgeschlagene Anordnung in-
nerhalb der Micelle der Aggregation aufgrund der spezifischen hydrophoben Eigenschaften
des Proteins nach Horne (1998). Dementsprechend müsste αS2-Casein, welches vorwiegend
im Micellinneren lokalisiert ist, kettenförmig angeordnet sein (Abb. 4.56). Die Aggrega-
tion erfolgt hierbei über Wechselwirkungen zwischen den hydrophoben C-terminalen und
N-terminalen Enden (Horne, 1998). Für αS2-Casein wird nach Horne (1998) eine ähnliche
Assoziationsform vermutet. Dem κ-Casein obliegt laut Literatur die Funktion als sogenannte
„hairy layer“. Die Lage von κ-Casein an der Micelloberfläche wurde bereits für alle drei in
Kap. 2.3 aufgeführten Micellmodelle angenommen und wird auch für das in dieser Arbeit
vorgeschlagene Micellmodell übernommen. κ-Casein ist demnach an der Micelloberfläche
lokalisiert, wobei der hydrophobe Teil dieses Proteins über hydrophobe Wechselwirkungen
an die anderen Caseinarten der Micelle gebunden ist und der hydrophile Proteinabschnitt in
2
„Eine kleinen Gebäckspezialität, gefüllt mit einer feinen Haselnusscreme, umgeben mit einer knusprigen
Waffel mit Haselnussstückchen“(http://www.giotto.de/)
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die Lösung gerichtet ist. Da κ-Casein keinen weiteren hydrophoben Proteinabschnitt oder
eine Calciumphosphatbindestelle (Phosphoserylcluster) besitzt, können sich keine weite-
ren Caseine über hydrophobe Wechselwirkungen bzw. Calciumphosphatbrücken anlagern.
κ-Casein kann hierdurch als Terminator für das Micellwachstum dienen und somit die Mi-
cellgröße begrenzen (Horne, 1998). Weiterhin wird die Micellstruktur aufgrund der Oberflä-
chenladung von -20 mV (bei pH = 6,7) und der sterischen Abstoßung, verursacht durch die
„hairy layer“, vor einer Aggregation geschützt (Holt und Horne, 1996).
Abb. 4.56: Polymerstrukturen von αS- und β-Casein durch eine Wechselwirkung der hydrophoben
Proteinregionen (rechteckige Form) (Horne, 1998)
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Abb. 4.57: Vorgeschlagenes Micellmodell vor und nach mTG-Behandlung
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5 Ausblick
Im Rahmen der Arbeit wurden fortführende Untersuchungen durchgeführt, welche Ansatz-
punkte für weitere interessante Fragestellungen lieferten. Diese sind im Teil Ausblick zu-
sammengefasst.
5.1 Vergleich der enzymatischen Quervernetzung mit nicht
enzymatischen Vernetzungsmethoden
Die Charakterisierung der enzymatischen Quervernetzung im Rahmen der Arbeit zeigte ei-
ne Spezifität des Enzyms mTG gegenüber den Proteinarten sowie gegenüber den im Protein
vorhandenen Gln- und Lys-Resten. Wird eine Milch mit mTG versetzt, so führt diese spezi-
fische Proteinquervernetzung zu einer Art Strukturierung bzw. Stabilisierung der Caseinmi-
celle, welche für die von Ishii et al. (1994) beobachtete erhöhte Festigkeit bzw. verminderte
Synärese des Joghurtgeles verantwortlich sein könnte. Eine Quervernetzung von Proteinen
ist weiterhin aber auch auf nicht enzymatischem Wege möglich. Zum Einen erfolgt eine Pro-
teinquervernetzung im Zuge der Maillard-Reaktion unter Kohlenhydratbeteiligung und zum
Anderen im alkalischen Bereich ohne Kohlenhydratbeteiligung über die Bildung von Dehy-
droalanin (DHA). Die Maillard-Reaktion ist eine Umsetzung von Aminosäuren mit reduzie-
renden Zuckern, wobei es in der frühen Phase zur Bildung von Amadori- (Aldosen) bzw.
Heyns-Produkten (Ketosen) kommt. Diese werden in der fortgeschrittenen Phase zu reakti-
ven Carbonylverbindungen (α-Dicarbonyle) abgebaut, welche in der finalen Phase mit den
-Aminogruppen der Proteine reagieren können und dadurch zur Proteinquervernetzung füh-
ren (Siegl, 2003). Die Vernetzungsreaktion im Alkalischen basiert auf der alkali-induzierten
Bildung von DHA durch eine β-Eliminierung an Ser-, Cys- bzw. Cystin-Resten. Dieses re-
aktive DHA kann nachfolgend mit den nucleophilen Seitenketten des Lys, Cys sowie His in
einer 1,4-Additionsreaktion reagieren und so zur intra- und intermolekularen Proteinquer-
vernetzung führen (Belitz et al., 2001).
Im Folgenden wird der Effekt der enzymatischen Quervernetzung auf die Gelfestigkeit mit
der nicht enzymatischen Vernetzung verglichen. Als Untersuchungsprobe diente eine 5 %ige
Natriumcaseinatlösung in SMUF (m/v), welche enzymatisch durch Zusatz von mTG so-
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Tab. 5.1: Inkubationsbedingungen zur Vernetzung von Natriumcaseinat mittels mTG, im alkalischen
Milieu (Natronlauge-Zusatz) sowie im Zuge der Maillard Reaktion (Glucose-Zusatz) und
die zugehörigen Oligomerisierungsgrade, ermittelt mittels GPC
Inkubationsbedingung mTG Natronlauge Glucose
Temperatur [◦C] 40 90 120
Zeit [min] 60 240 65
pH-Wert 6,8 8,9 6,8
Konzentration 2,5 U mTG/g CN — 160 mM Glc
DP [%]: Dimere: 8-10 % / Trimere: 5-7 % / Oligomere: 2-3 %
wie nicht enzymatisch durch Zusatz von Glucose bzw. Natronlauge vernetzt wurde. Die
Inkubationsparameter wurden dabei so gewählt, dass für die verschiedenen Vernetzungsre-
aktionen ähnliche Oligomerisierungsgrade, bestimmt mittels Superdex-GPC, erhalten wur-
den (Tab. 5.1). Der Einfluss der Caseinvernetzung auf die Gelfestigkeit wurde anschließend
mittels Penetrationstest analysiert. Hierzu wurden die 2,5 %igen vernetzten Natriumcasei-
natlösungen mit 1,5 g GDL/g CN versetzt und nach einer Stunde bei 30 ◦C deren Gelfes-
tigkeit anhand einer Penetrationsmessung mit einer Penetrationszeit von 0,5 mm/s ermittelt.
Das Maximum der Kraft-Weg-Kurve der Penetrationsmessung ist hierbei der Punkt, an dem
das Gel aufgrund der mechanischen Belastung zerstört wird. Die dafür notwendige Kraft in
[N] wird hier als Gelfestigkeit definiert. Je höher die gemessene Kraftaufwendung zur Zer-
störung des Geles ist, desto höher ist die Gelfestigkeit. Die ermittelten Gelfestigkeiten der
unterschiedlich vernetzten Natriumcaseinatlösungen sind in Abb. 5.1 dargestellt. Für eine
unbehandelte Natriumcaseinatlösung wurde eine Festigkeit von 0,16 N ermittelt. Wird die
Natriumcaseinatlösung zuvor mit 2,5 U mTG/g CN für 1 h bei 40 ◦C inkubiert, so wird die
Festigkeit des daraus hergestellten Säuregeles um ca. den gleichen Betrag auf 0,30 N erhöht
(Abb. 5.1 a). Eine alleinige Temperaturbehandlung ohne Zusatz von mTG reduzierte die Fes-
tigkeit nur minimal auf 0,15 N. Demnach basiert die beobachtete starke Erhöhung auf den
enzymatisch ausgebildeten Quervernetzungen zwischen den Caseinen. Für die Quervernet-
zung im Alkalischen wurde der pH-Wert der Natriumcaseinatlösung auf pH = 8,9 erhöht und
die Probe bei 90 ◦C für 4 h inkubiert. Nach dem Abkühlen der Lösung wurde durch Zusatz
von Salzsäure der pH-Wert wieder auf pH = 6,8 gesenkt und nach GDL-Gelierung das Gel
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Abb. 5.1: Gelfestigkeit von durch GDL-Zusatz gelierten Natriumcaseinatlösungen nach Behandlung
mit (a) mTG, (b) Natronlauge und (c) Glucose
untersucht. Als Blindwerte wurden hier Natriumcaseinatlösungen mitgeführt, welche zum
Einen ohne Natronlauge- bzw. Salzsäure-Zusatz hitzebehandelt wurden und zum Anderen
ohne Hitzebehandlung mit Natronlauge bzw. Salzsäure versetzt wurden. Die Messung der
Blindproben mittels Penetrometer ergab, dass eine Inkubation bei 90 ◦C zu einer Reduzie-
rung der Gelfestigkeit von 0,16 N auf 0,14 N und ein Natronlauge- / Salzsäure-Zusatz zu ei-
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ner Erhöhung auf 0,20 N führt (Abb. 5.1 b). Wird die Hitzbehandlung und der Natronlauge- /
Salzsäure-Zusatz kombiniert, um eine Quervernetzung der Caseine zu erreichen, so weisen
die Säuregele eine Festigkeit von 0,22 N auf. Dies ist aber gegenüber dem Blindwert nicht
signifikant erhöht. Es deutet sich hier jedoch eine leichte Verbesserung der Gelfestigkeit auf-
grund der alkalisch induzierten Caseinquervernetzung an. Für die nicht enzymatische Oli-
gomerisierung, die Maillard-Reaktion, wurden die Natriumcaseinatlösungen in Gegenwart
von 160 mM Glucose bei Temperaturen von 120 ◦C für 65 min inkubiert. Die Untersuchung
der mitgeführten Blindwerte zeigt, dass schon alleine diese hohe Inkubationstemperatur in
einem starken Abfall der Gelfestigkeit von 0,16 N auf 0,08 N resultiert (Abb. 5.1 c). Hinge-
gen besitzt ein Glucosezusatz ohne Temperaturbehandlung keinen Einfluss. Die quervernetz-
te Probe (Kombination von Temperaturbehandlung und Zuckerzusatz) weist eine Festigkeit
von 0,14 N auf. Dies entspricht ungefähr wieder der Festigkeit des Säuregels des unbehan-
delten Natriumcaseinats. Die Caseinvernetzung infolge der Maillard-Reaktion kompensiert
somit die starke Abnahme der Gelfestigkeit durch die intensive Hitzebehandlung. Jedoch
lässt sich die Festigkeit durch diese Quervernetzungsart nicht erhöhen.
Allgemein lassen diese Untersuchungen erkennen, dass sich alle drei Vernetzungsarten po-
sitiv auf die Gelfestigkeit auswirken. Die enzymatische Oligomerisierung ist jedoch im Ver-
gleich zu den nicht enzymatischen effektiver, da hier eine Erhöhung der Festigkeit auf ca.
das Doppelte erreicht werden konnte und die Inkubationsbedingungen relativ schonend sind.
Eine Erklärung hierfür könnte in der Art der Vernetzung liegen. So reagiert das Enzym mTG
relativ spezifisch mit bestimmten Gln- bzw. Lys-Resten im Casein. Vermutlich werden die
Caseine perlschnurartig vernetzt. Diese Strukturierung könnte bei einer Gelierung die Fes-
tigkeit erhöhen. Die chemischen Reaktionen hingegen könnten viel unspezifischer ablaufen
und zu intra- bzw. intermolekularer Vernetzung führen. Es könnte hier möglich sein, dass
kein Netz sondern eher ein Knäuel ausgebildet wird, welches nicht in dem Ausmaß wie die
enzymatische Quervernetzung das Gel stabilisiert. Zur Aufklärung dieser Vermutungen wä-
re eine Bestimmung der erfolgten intra- und intermolekularen Quervernetzung erforderlich.
Ebenfalls wäre es sinnvoll, die verschiedenen Vernetzungsprodukte zu isolieren und deren
Form (Kette oder Knäuel) zu ermitteln. Eignen könnten sich hier mikroskopische Analyse-
methoden z.B. AFM oder die statische Lichtstreuung. Weiterhin ist es empfehlenswert die
Gelbildung mittels Oszillationsmessungen zu untersuchen. Bei diesen wird gegenüber den
Penetrationsmessungen das Gel nicht zerstört und es können weitere Aussagen über die Gel-
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eigenschaften wie z.B über die Elastizität erhalten werden. Letztendlich müssten die Unter-
suchungen noch auf das komplexe Lebensmittel Milch (Caseinmicellen) übertragen werden,
da dies für die Lebensmittelindustrie technologisch relevant ist.
5.2 Einfluss der Quervernetzung auf ausgewählte funktionelle
Eigenschaften
Der Effekt der enzymatischen Proteinquervernetzung auf funktionelle Eigenschaften wur-
de im Hinblick auf Caseinate sowie isolierte Proteine wie β-Casein und β-Lactoglobulin
hinreichend untersucht. Es zeigte sich hier eine Verbesserung der Löslichkeit, der Emulgier-
barkeit, der Schaumbildungseigenschaften, der Wasserbindekapazität und der Gelbildungs-
eigenschaften (Faergemand et al., 1998; Faergemand und Qvist, 1997; Motoki et al., 1984;
Nio et al., 1986; Nonaka et al., 1997b). Für micellares Casein als Substratquelle für die mTG-
katalysierte Reaktion ist hingegen wenig bekannt.
Als Parameter für orientierende Untersuchungen wurde im Rahmen der Arbeit die Schaum-
stabilität ausgewählt. Für die Messung wurden jeweils 10 ml UHT-Magermilch mittels Ultra-
Turrax entsprechend Tab. 5.2 in einem 50 ml Glasmesszylinder (2,3 cm x 11 cm) aufge-
schäumt. Nach Entnahme des Rührwerkes wurde das Schaumvolumen in gleichmäßigen
Zeitabständen abgelesen. Die prozentuale Veränderung des Schaumvolumens über die Zeit
diente bei diesen Messungen als Parameter der Schaumstabilität. Je schneller der Schaum
zerfällt, desto geringer ist dessen Stabilität. Zur Schaumuntersuchung wurden UHT-Mager-
milchen eingesetzt, welche zuvor 1 h bei 40 ◦C mit 0, 4, 8, 16 sowie 28 U mTG/g CN be-
handelt wurden und daher verschieden starke Oligomerisierungsgrade bis zu 49 % aufweisen
(Kap. 4.2.1). Zusätzlich wurde mTG (28 U mTG/g CN) auch während des Aufschäumens der
UHT-Magermilch zugegeben. Die erhaltenen Kurven der Schaumstabilität sind in Abb. 5.2
Tab. 5.2: Parameter zur Aufschäumung von UHT-Magermilch mittels Ultra-Turrax
Zeit Drehzahl-Stufe
im 5-Sekundentakt von Stufe 1 auf Stufe 6
1 Minute Stufe 6 (24000 U/min)
im 5-Sekundentakt von Stufe 6 auf Stufe 1
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dargestellt. Es ist zu erkennen, dass sich eine intramicellare Quervernetzung negativ auf die
Schaumstabilität der Milch auswirkt. Die Zeit für den Zerfall des gebildeten Schaums nimmt
mit zunehmender Enzymbehandlung ab. So ist bei nicht quervernetzter Milch nach 2,4 min
50 % und nach 11,0 min 90 % des gebildeten Schaums zerfallen. Wird die Milch zuvor mit
4 U mTG/g CN inkubiert, reduziert sich die Zeit für einen 50 %igen bzw. 90 %igen Abbau
des Schaumvolumens auf 1,4 bzw. 7,4 min. Bei der höchsten eingesetzten mTG-Aktivität
von 28 U/g CN ist bereits nach 0,8 bzw. 4 min Wartezeit nur noch 50 bzw. 10 % des Aus-
gangsvolumens an Schaum detektierbar. Bei den Untersuchungen war weiterhin auffällig,
dass mit zunehmender mTG-Menge und damit zunehmender Caseinquervernetzung das aus
10 ml Milch durch eine Turrax-Behandlung gebildete Schaumvolumen vermindert wurde.
So waren aus 10 ml nicht quervernetzter UHT-Magermilch ca. 17,5 ml Schaum herstell-
bar, während die mit 28 U mTG/g CN inkubierte Milch nur noch 12,5 ml Schaum liefer-
te. Diese Phänomene sind auf die Quervernetzung der Caseine durch die Behandlung der
UHT-Magermilch mit mTG zurückzuführen. Aus der Literatur ist bekannt, dass die Caseine
eine wichtige Rolle bei der Schaumbildung und -stabilisierung spielen. Vor allem die frei-
en Caseine wirken aufgrund ihrer hydrophoben und hydrophilen Bereiche im Molekül wie
Emulgatoren (Belitz et al., 2001). Sie befinden sich in der Grenzschicht zwischen Flüssig-
0 2 4 6 8 10 12 14 16
0
20
40
60
80
100
  0U/g CN
  4U/g CN
  8U/g CN
 16U/g CN
 28U/g CN
 28U/g CN
        (simultan)
S
ch
au
m
vo
lu
m
en
 [%
]
Zeit [min]
Abb. 5.2: Schaumvolumen von mTG-behandelter UHT-Magermilch (0-28 U mTG/g CN, 40 ◦C, 1 h)
in Abhängigkeit der Zeit
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keit und Gasphase und stabilisieren so den Schaum. Wird nun die Milch mit mTG inkubiert,
so werden die Caseine, v.a. β-Casein, durch das Enzym kovalent innerhalb der micellaren
Struktur fixiert, wodurch der Anteil freier (extramicellarer) Caseine im Milchserum abnimmt
(Kap. 4.2.3 und Kap. 4.2.4). Dadurch stehen dem System weniger emulgierende Substanzen
zur Verfügung und die Stabilisierung der Grenzschicht zwischen Milch und Luft ist vermin-
dert. Je höher hierbei die eingesetzte Enzymmenge ist, desto stärker werden die Caseine
intramicellar verknüpft und desto instabiler ist der gebildete Schaum.
Wird hingegen das Enzym mTG erst während des Aufschäumungsprozesses zugegeben, so
zeigt sich ein anderer Effekt der Quervernetzung. Für diese Untersuchung wurde die höchste
Enzymaktivität von 28 U mTG/g CN gewählt, da das Aufschäumen bei Raumtemperatur und
damit nicht im Temperaturoptimum der mTG durchgeführt wurde. Die Zerfallskurve für die-
sen Schaum in Abb. 5.2 liegt weit oberhalb der Kurve der nicht mit mTG-behandelten UHT-
Magermilch. Nach 16 min Wartezeit sind hier noch mehr als 50 % des gebildeten Schaums
erhalten und selbst nach einer Zeit von 130 min sind noch ca. 33 % des Ausgangsvolumens
detektierbar (Verlauf über 130 min nicht im Diagramm dargestellt). Durch die simultane
Zugabe der mTG während des Aufschäumens werden demnach vermutlich die Caseine an
den Grenzschichten zwischen Luft und Wasser vernetzt. Infolgedessen könnte hierbei ein
stabiles „Caseingerüst“ um die Luftblasen ausgebildet werden, welches zu der beobachteten
erheblichen Stabilitätserhöhung des Schaums führt.
Resultierend zeigen die durchgeführten Versuche, dass eine enzymatische Quervernetzung
der Caseine maßgeblich die micellaren Eigenschaften beeinflusst, welche sich auf techno-
funktioneller Ebene auswirken können. Interessant wäre hier eine fortführende Untersu-
chung im Hinblick auf andere funktionelle Eigenschaften.
5.3 Quervernetzung von Lysozym
Lysozyme sind in der Natur weit verbreitet und kommen in zahlreichen tierischen Gewe-
ben und Sekreten wie Tränenflüssigkeit, Speichel und Hühnereiweiß vor. Lysozym aus dem
Hühnereiweiß (hen egg white lysozyme, HEWL) ist das am meisten untersuchte und das
einzige in der Lebensmittelindustrie genutzte Lysozym und wird daher auch in dieser Arbeit
verwendet. HEWL ist ein globuläres Protein aus 129 Aminosäuren und besitzt eine molare
Masse von 14600 Da (Phillips, 1967). Es hat eine ellipsoide Struktur, welche durch vier Di-
sulfidbrücken zwischen den Cys-Resten Cys 6 - Cys 127, Cys 30 - Cys 115, Cys 76 - Cys 94
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und Cys 64 - Cys 80 stabilisiert wird (Smith et al., 1993). Lysozyme gehören zur Enzym-
klasse der Hydrolasen (1,4-ß-N-Acetylmuramidasen, EC 3.2.1.17) und wirken antimikro-
biell. Allerdings beschränkt sich diese Wirkung auf grampositive Bakterien, wohingegen
gramnegative Bakterien im Allgemeinen resistent sind. Der Grund hierfür liegt in der unter-
schiedlichen Beschaffenheit der Bakterienzellwände. Grampositive Bakterien sind von einer
dicken Zellwand, bestehend aus mehreren Peptidoglycanschichten, umgeben, welche durch
Lysozym hydrolysiert werden können. Gramnegative Bakterien weisen nur eine dünne Pep-
tidoglycanschicht auf, welche allerdings nach außen hin von einer Lipiddoppelschicht um-
geben ist. Diese kann von Lysozym nicht durchdrungen werden und schützt dadurch die
Peptidoglycanschicht vor einer Hydrolyse. Eine Erweiterung des Anwendungsbereiches von
Lysozym auf gramnegative Bakterien ist daher durch eine Modifizierung denkbar, welche die
Oberflächenhydrophobität des Enzyms und damit dessen Fähigkeit die Lipiddoppelschicht
zu durchdringen erhöht. Eine Zunahme der Lipophilität des HEWL wurde bereits durch eine
Modifizierung mit Fettsäuren (Ibrahim et al., 1991, 1993), mit Kaffeesäure oder durch Ver-
knüpfen des C-Terminus des HEWL mit hydrophoben Peptiden (Masschalck und Michiels,
2003) erreicht. Zwar führten die Modifizierungen zur gewünschten erhöhten Aktivität ge-
genüber den gramnegativen Bakterien (gemessen an E. coli), jedoch sank hierbei die enzy-
matische Aktivität gegen grampositive Bakterien (gemessen an Micrococcus lysodeicticus)
stark ab. Ein weiterer Ansatzpunkt stellt die Erhitzung von HEWL dar, wodurch infolge einer
teilweisen Denaturierung Polymere mit erhöhter Oberflächenhydrophobität gebildet werden,
welche eine antimikrobielle Wirksamkeit gegen grampositive und gramnegative Bakterien
aufweisen (Ibrahim et al., 1996). Eine andere Möglichkeit zur Vernetzung von Proteinen ist
die Behandlung mit mTG, welche hier in der Arbeit untersucht wurde.
Da bekannt ist, dass das globuläre Lysozym unter nativen Bedingungen nicht durch mTG an-
gegriffen werden kann (Nonaka et al., 1997a), erfolgten die Vernetzungsexperimente unter
Anwendung von hohen hydrostatischen Drücken, welche denaturierend auf die Proteinstruk-
tur wirken. Hierzu wurde eine 2 %ige Lysozymlösung in Tris-Salzsäure-Puffer (pH 7,5) mit
40 U mTG/g Lysozym bei 40 ◦C für 30 min bei Normaldruck sowie 400, 500, 600 und
700 MPa inkubiert. Die Enzymreaktion wurde anschließend durch ein Erhitzen der Proben
auf 85 ◦C gestoppt und die erfolgte Polymerisierung mittels SDS-PAGE analysiert. Die aus
dem Elektropherogramm durch eine densitometrische Auswertung bestimmte Oligomerisie-
rung beträgt bei einer Inkubation bei 400, 500, 600 bzw. 700 MPa 8, 20, 34 bzw. 36 %.
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Die strukturellen Änderungen des Lysozyms, welche sich aus der durchgeführten Modifi-
zierung (Quervernetzung und Hochdruckbehandlung) ergeben, wurden anschließend mittels
Circulardichroismus- und Fluoreszenzmessung untersucht. Ebenfalls wurde die Aktivität des
veränderten Lysozyms gegenüber dem grampositiven Bakterium Micrococcus lysodeicticus
ermittelt.
Aus den erhaltenen Circulardichroismus-Spektren wurde der Anteil der einzelnen Sekun-
därstrukturelemente (α-Helix, β-Faltblatt, β-Turn und Random coil) in Prozent an der Ge-
samtsekundärstruktur des Lysozyms mit Hilfe des Programms CDPro berechnet. Die Er-
gebnisse der Strukturanalyse in Abhängigkeit der Druckbehandlung sind in Abb. 5.3 a dar-
gestellt. Bei nativem HEWL wurde der Anteil der Sekundärstrukturelemente zu 33,6 %
α-Helix, 15,4 % β-Faltblatt, 20,8 % β-Turn und 30,1 % Random coil bestimmt. Ähnliche
Werte lieferten die Circulardichroismus-Messungen von Knubovets et al. (1999), welche
30 % α-Helix, 13 % β-Faltblatt, 27 % β-Turn und 30 % Random coil ergaben. Infolge ei-
ner Druckbehandlung bei 700 MPa ist eine Abnahme des α-Helixanteils auf 27,6 % und der
β-Turn-Bereiche auf 18,5 % bei gleichzeitiger Steigerung der Anteile an Random coil auf
33,2 % sowie der β-Faltblätter auf 20,7 % zu verzeichnen. Die beobachteten Konformati-
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Abb. 5.3: Sekundärstruktur von Lysozym nach (a) Druckbehandlung bzw. (b) simultaner Druck- und
mTG-Behandlung (40 U mTG/g Lysozym) bei 40 ◦C für 30 min; blau: α-Helix, grün:
β-Faltblatt, orange: β-Turn, violett: Random coil
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onsänderungen infolge einer Druckbehandlung sind mit den Ausführungen von Menéndez
et al. (2006) konform, welche für mTG eine durch Druck induzierte Umfaltung der α-Helices
in die druckstabileren β-Faltblätter nachweisen konnten. Erfolgt eine simultane mTG- und
Druckbehandlung, so sind die Veränderungen in der Sekundärstruktur stärker ausgeprägt
(Abb. 5.3). Mit Zunahme der Druckbehandlung auf 700 MPa bzw. Zunahme des Oligomeri-
sierungsgrades auf 36 % vermindern sich die Anteile an α-Helices auf 21,7 % und die Anteile
an β-Turns auf 16,5 % zu Gunsten der Random coil- bzw. β-Faltblattstrukturen (Zunahme
auf 38,1 bzw. 23,7 %). Diese Beobachtung ist auf die Ausbildung kovalenter Isopeptidbin-
dungen während der Hochdruckbehandlung zurückzuführen. Unter Druck erfolgt teilweise
eine Auffaltung der Lysozymstruktur, wodurch Gln- bzw. Lys-Reste für mTG zugänglich
werden und eine Proteinquervernetzung unter Ausbildung kovalenter Isopeptidbindungen
zwischen den Lysozymmolekülen stattfindet. Durch diese Isopeptidbindungen wird aller-
dings die Rückfaltung des Proteins nach Druckentlastung behindert und die durch Druck
veränderte Struktur „stabilisiert“.
Eine Quervernetzung kann sich auf die Oberflächenhydrophobität des Lysozyms auswirken,
welche daher im Rahmen der Arbeit mittels einer fluoreszenzspektroskopischen Methode
bestimmt wurde. Dazu wurde 1-Anilino-8-Naphthalinsulfonsäure (ANS) den Proteinproben
zugegeben. ANS ist in der Lage, mit den hydrophoben Aminosäureresten an der Oberfläche
eines Proteins Wechselwirkungen einzugehen, wodurch eine Erhöhung der Fluoreszenz re-
sultiert. Je mehr hydrophobe Seitenketten mit ANS an der Oberfläche wechselwirken, desto
stärker ist die gemessene Fluoreszenzintensität. Nach Hayakawa und Nakai (1985) korreliert
diese mittels ANS-Fluoreszenz ermittelte Hydrophobität mit der Unlöslichkeit von Protei-
nen und kann damit als Maß für die Oberflächenhydrophobität dienen. Die Ergebnisse der
ANS-Messungen sind in Abb. 5.4 dargestellt. Eine reine Druckbehandlung führt zu keiner
wesentlichen Veränderung der Oberflächenhydrophobität des Lysozyms. Zwar erfolgt durch
Druck eine Auffaltung der Lysozymstruktur verbunden mit einer Freilegung der hydropho-
ben Aminosäuren, jedoch sind diese Strukturänderungen nach Abbau des Druckes reversibel.
Es resultiert eine nativ-ähnliche Struktur (Li et al., 1976; Smeller et al., 2006), in welcher
die hydrophoben Aminosäuren wieder ins Innere des Proteins gerichtet sind. Die unter Druck
durch mTG quervernetzten Lysozymproben weisen hingegen eine starke Zunahme der Ober-
flächenhydrophobität in Abhängigkeit des Oligomerisierungsgrades auf. Die Oberflächenhy-
drophobität steigt durch eine mTG-Behandlung bei 700 MPa, bei welcher ein DP von 36 %
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Abb. 5.4: (a) Hydrophobität und (b) Aktivität von Lysozym nach Druckbehandlung bzw. simultaner
Druck- und mTG-Behandlung (40 U mTG/g Lysozym) bei 40 ◦C für 30 min; blau/grün:
Blindwert, blau: Druckbehandlung, grün: simultane Druck- und mTG-Behandlung
erreicht wird, um ca. das 15-fache im Vergleich zum nativen Lysozym an. Die durch mTG
ausgebildeten Isopepidbindungen verringern damit die Rückfaltung der druckdenaturierten
Lysozymstruktur in den nativ-ähnlichen Zustand nach Druckabbau, wodurch die Ergebnisse
der Circulardichroismus-Messung bestätigt werden. Die hydrophoben Aminosäuren bleiben
hierbei nach außen orientiert und können mit ANS in Wechselwirkung treten.
Die Oberflächenhydrophobität konnte somit erfolgreich durch eine mTG-katalysierte Quer-
vernetzung erhöht werden. Doch wie wirkt sich diese Strukturänderung auf die Aktivität des
Lysozyms aus? Zur Klärung wurde die antimikrobielle Wirksamkeit gegenüber dem grampo-
sitiven Bakterium Micrococcus lysodeicticus ermittelt. Aus den Ergebnissen in Abb. 5.4 geht
hervor, dass infolge einer Druckbehandlung die Aktivität des Lysozyms vermindert wird.
Nach der höchsten Druckbehandlung bei 700 MPa sind allerdings noch ca. 77 % Restaktivi-
tät vorhanden. Wird Lysozym unter Druck zusätzlich mit mTG versetzt, so ist eine stärkere
Abnahme zu verzeichnen. So sinkt die Aktivität des Lysozyms nach einer mTG-Behandlung
bei 700 MPa (Oligomerisierungsgrad 36 %) auf 56 % im Vergleich zum nativen Protein. Die
aufgezeigten Strukturänderungen durch eine Druckbehandlung bzw. Proteinquervernetzung
wirken sich demnach auch auf die Aktivität des Lysozyms aus, wobei aber kein vollständiger
Verlust der antimikrobiellen Wirkung beobachtet wurde.
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Mit diesen durchgeführten Versuchen konnte gezeigt werden, dass eine simultane mTG- und
Druckbehandlung eine erfolgreiche Methode darstellt, um das Enzym Lysozym zu modifi-
zieren. Die hierbei erreichte Proteinquervernetzung führt zu einer Steigerung der Oberflä-
chenhydrophobität des Lysozyms unter Erhaltung der antimikrobiellen Wirksamkeit gegen-
über grampositiven Bakterien. Folglich wäre es interessant zu untersuchen, ob die erhöhte
Hydrophobität infolge einer Proteinquervernetzung auch zu der gewünschten antimikrobiel-
len Wirksamkeit gegenüber gramnegativen Bakterien führt. Ziel wäre es anschließend, dass
Optimum der Quervernetzung zu bestimmen, bei welchem eine ausreichende antimikrobiel-
le Aktivität gegenüber grampositiven und -negativen Bakterien erhalten wird. Des Weiteren
sollten zur Absicherung der antimikrobiellen Wirksamkeit des modifizierten Lysozyms die
Tests auf mehrere verschiedene Bakterien, sowohl grampositive als auch gramnegative, aus-
gedehnt werden. Weiterhin wäre es denkbar, mit den in der Arbeit etablierten Methoden zur
Reaktionsortbestimmung, die mTG-reaktiven Gln- und Lys-Reste im Lysozym zu ermitteln.
Es könnten hierbei wichtige Informationen über die Spezifität von mTG und über die Struk-
turänderung des Lysozyms unter Hochdruck gewonnen werden.
5.4 Weitere Untersuchungsschwerpunkte
Im Rahmen der Arbeit wurden die Reaktionsorte in β-Casein und β-Lactoglobulin bestimmt.
Jedoch konnte Lauber et al. (2003) in ihren Untersuchungen zeigen, dass bei einer gemein-
samen Inkubation dieser zwei Proteine unter Hochdruck durch mTG auch Heterooligomere
gebildet werden. Es ergibt sich hiermit die Frage, inwieweit sich die Reaktionsorte dieser
Mischproteine von den Reinproteinen unterscheiden. Interessant wäre es weiterhin diese
Reaktionsorte im System Milch zu analysieren. Hierzu könnte eine Isolierung der Heterooli-
gomere mit anschließender enzymatischer Hydrolyse und Analyse der enstandenen Peptide
mittels HPLC-MS durchgeführt werden. Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit vermu-
tet, dass die enzymatische Vernetzung innerhalb der Micelle in der äußeren β-caseinreichen
Micellschicht erfolgt. Zur Überprüfung könnte eine mTG-katalysierte Markierung der in
der Micelle zugänglichen Reaktionsorte erfolgen, welche anschließend in der noch intakten
Micelle für den Betrachter sichtbar gemacht wird. Hier bietet sich z.B. eine Goldmarkie-
rung an. Zur Bestätigung der intramicellaren Caseinquervernetzung wäre der Nachweis von
Isopeptiden im Micellisolat sinnvoll. Darüber hinaus könnten die Untersuchungen zur Quer-
vernetzung auf andere globuläre Proteine wie Ovalbumin ausgedehnt werden.
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Im Rahmen der Arbeit wurden grundlegende Forschungen zur Aufklärung des Mechanis-
mus der mTG-katalysierten Proteinquervernetzungsreaktion durchgeführt. Da das Enzym
ein großes Einsatzgebiet in der Milchindustrie erlangte, fokussierten sich die hier durch-
geführten Arbeiten auf die Milchproteine β-Casein, dem Hauptprotein der Caseine, und
β-Lactoglobulin, dem Hauptprotein der Molkenproteine sowie auf die in Milch vorkommen-
den Caseinmicellen. Im ersten Teil der Arbeit galt es, die Konsequenzen einer intramicella-
ren Caseinvernetzung auf die micellare Struktur und deren Stabilität gegenüber einem Zusatz
verschiedener Destabilisierungsreagenzien, einer Hochdruckbehandlung und einer enzyma-
tischen Proteolyse zu analysieren. Dieses und weitere Untersuchungen der intramicellaren
Quervernetzung mittels analytischer Methoden wie SDS-PAGE, GPC und PLRP-HPLC soll-
ten dazu dienen, einen Einblick in den Ablauf der mTG-katalysierten Reaktion innerhalb
der Caseinmicellen zu erhalten. Des Weiteren war es von Interesse die Reaktionsorte, d.h.
die an der enzymatischen Vernetzung beteiligten Gln- und Lys-Reste, zu identifizieren. Die
Bestimmung der Reaktionsorte erfolgte hierbei zum Einen für die Proteine β-Casein und
β-Lactoglobulin und zum Anderen für das komplexe System der Caseinmicellen. Ziel dieser
Untersuchungen war es, den Einfluss der Proteinstruktur sowie der Aggragation der Caseine
in Form von Micellen auf die Reaktivität bzw. Spezifität der mTG zu erfassen und darzu-
stellen. Die Ergebnisse der im Rahmen der Arbeit durchgeführten Untersuchungen sollten
abschließend zur Diskussion der vorhandenen Micellmodelle herangezogen werden.
1. Eine signifikant verbesserte Stabilität der micellaren Struktur infolge einer intramicella-
ren Caseinquervernetzung konnte sowohl gegenüber destabilisierenden Reagenzien (EDTA,
Ethanol, GDL), mechanischen Parametern (Hochdruck) sowie einer enzymatischen Proteo-
lyse (Chymotrypsin, Pepsin) beobachtet werden. Ursache hierfür ist vermutlich das durch
mTG ausgebildete Isopepidnetzwerk im äußeren Micellbereich. Dieses kann bei einer Schwä-
chung der hydrophoben Wechselwirkungen sowie einer verminderten Ausbildung von Calci-
umphosphatbrücken deren stabilisierende Rolle übernehmen und die grundlegende micellare
Struktur erhalten. Ebenfalls konnte beobachtet werden, dass durch eine intramicellare Ver-
netzung der Angriff durch proteolytische Enzyme geschwächt wird.
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2. Die Untersuchungen zur intramicellar ablaufenden Quervernetzung zeigten, dass β-Casein
stärker durch mTG vernetzt wird als die αS-Caseine. Weiterhin konnte nachgewiesen wer-
den, dass durch mTG die Caseine in der micellaren Struktur fixiert werden und der ex-
tramicellare Caseinanteil abnimmt. Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass sich β-Casein
im leicht zugänglich äußeren Micellbereich befindet, während αS-Casein vorwiegend im
Inneren lokalisiert ist. Folglich wird durch mTG ein Isopeptid-Netzwerk in dem äußeren
β-caseinreichen „Mantel“ der Micelle ausgebildet, welches zu verbesserten funktionellen
Eigenschaften führt.
3. Zur Bestimmung der an der Proteinquervernetzung beteiligten Gln- und Lys-Reste im
Protein wurde eine Methode etabliert, welche auf einer enzymatischen Markierung der Re-
aktionsorte, einem nachfolgenden tryptischen Verdau des markierten Proteins und einer Ana-
lyse bzw. Identifizierung der entstanden Peptide über eine RP-HPLC-MS basiert. Zur mTG-
katalysierten Markierung der Gln-Reste wurde Gly-Gly-Gly und für die Lys-Reste Z-Gln-
Gly als Markierungssubstanz eingesetzt. Die Enzymaktivität für die Markierungsreaktion
wurde so gewählt, dass ein Quervernetzungsgrad von β-Casein von 50 % erreicht wird.
4. Für β-Casein konnten 5 der 21 Gln-Reste und 3 der 11 Lys-Reste als zugänglich für mTG
eingestuft werden. Es handelt sich hierbei um Gln an den Positionen 54 oder 56; 72, 79 oder
89; 117, 123, 141, 146, 149, 160 oder 167; 175 und 188, 194 oder 195 sowie Lys an den
Positionen 29, 105 und 176 im β-Caseinmolekül. Erfolgte die Inkubation der β-Caseinprobe
unter Hochdruck, so wirkte sich dies nicht auf die Angreifbarkeit der Gln- bzw. Lys-Reste
aus. Hingegen führte eine Steigerung der mTG-Aktivität auf das 2,5-fache zu einer verbes-
serten Markierung weiterer Gln-Reste. Es konnten hier 8 der 21 Gln-Reste als reaktiv iden-
tifiziert werden (Gln-Reste an den Positionen 54; 56; 72, 79 oder 89; 117, 123, 141, 146,
149, 160 und/oder 167; 175; 188; 194 oder 195). Die offene und flexible Proteinstruktur von
Caseinen gewährt demnach der mTG die höchstmögliche Angreifbarkeit, wobei die Zugäng-
lichkeit einzelner Reste vermutlich stärker durch die angewandte Enzymaktivität als durch
die räumliche Proteinstruktur gesteuert wird. Für die Lys-Reste konnte kein Effekt der er-
höhten mTG-Aktivität beobachtet werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass die Lys-Reste
im Vergleich zu den Gln-Resten spezifischer durch mTG angegriffen werden.
5. Für β-Lactoglobulin, einem globulären Milchprotein, konnten unter Normaldruck keine
Gln-Reste durch das Enzym markiert werden. Aufgrund der stark ausgebildeten Sekundär-
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und Tertiärstruktur liegen die Gln-Reste in der Proteinstruktur verborgen und sind daher nicht
für mTG zugänglich. Unter Hochdruck bei 400 MPa, bei welchem das Protein in einem de-
naturierten Zustand vorliegt, konnten 4 der 9 Gln-Reste (Gln an Position 5, 13, 35 und 59) als
mTG-reaktiv nachgewiesen werden. Im Hinblick auf die im β-Lactoglobulin vorhanden Lys-
Reste gelang eine Modifizierung von Lys 8, Lys 77 und Lys 141 schon unter Normaldruck.
Bei einer Inkubation unter Hochdruck war die Angreifbarkeit dieser Lys-Reste aber deut-
lich verbessert. Zusätzlich konnten bei 400 MPa noch zwei weitere Lys-Reste an Position 70
und 83 durch mTG angegriffen werden. Da eine Erhöhung der Enzymaktivität auf das 2,5-
fache keinen Effekt bezüglich der Angreifbarkeit der Gln- bzw. Lys-Reste zeigte, lässt sich
vermuten, dass vorwiegend die Struktur von β-Lactoglobulin für die mTG-Zugänglichkeit
maßgebend ist.
6. Anhand der Lage der Reaktionsorte im Protein ist es möglich, Aussagen über die Spezi-
fität der mTG gegenüber den Gln- und Lys-Resten zu treffen. So werden solche Gln-Reste
bevorzugt modifiziert, welche in hydrophoben Proteinabschnitten lokalisiert sind. Ebenfalls
zeigte sich, dass große hydrophobe Aminosäuren N-seitig und positiv geladene Aminosäu-
ren C-seitig zu Gln dessen Reaktivität für eine mTG-katalysierte Reaktion erhöhen. Die
Lys-Reste können im hydrophoben sowie hydrophilen Proteinabschnitt liegen, um von mTG
angegriffen zu werden. Jedoch zeigte sich, dass nur Lys-Reste neben Aminosäuren mit un-
geladenen bzw. positiv geladenen Seitenketten modifiziert werden, während die Nachbar-
schaft zu negativ geladenen Aminosäuren sowie zu Aminosäuren mit ungeladenen polaren
(hydrophilen) Seitenketten die Angreifbarkeit verhindert. Eine Erklärung für die Spezifität
der mTG ist im Aufbau des Enzyms sowie in dem von Kashiwagi et al. (2002) postulierten
katalytischen Mechanismus der mTG-Reaktion zu finden.
7. Die Identifizierung der reaktiven Gln- und Lys-Reste von β-Casein innerhalb der Micelle
zeigte, dass die Zugänglichkeit für mTG durch die Micellstruktur deutlich vermindert ist.
Im Vergleich zu isoliertem β-Casein konnten hier nur noch zwei Gln-Reste (Gln 175 und
Gln 72, Gln 79 oder Gln 89) und ein Lys-Rest (Lys 29) als mTG-reaktiv nachgewiesen wer-
den. Es wird vermutet, dass in der Caseinmicelle eine Art Vorstrukturierung der β-Caseine
existiert, wodurch nur noch ganz bestimmte Gln- bzw. Lys-Reste für mTG zugänglich sind.
Im Hinblick auf die Lage der Reaktionsorte im β-Caseinmolekül - der Lys-Rest im hydro-
philen Kopf und die Gln-Reste im hydrophoben Schwanz - ist ableitbar, dass die β-Caseine
strukturiert in laminaren Schichten assoziiert sein müssen, um eine Vernetzung zu ermögli-
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chen. Vorteil dieser „laminaren“ Anordnung ist, dass die polaren Köpfe des β-Caseins den
größtmöglichen Abstand haben, wobei hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den apola-
ren Schwänzen möglich sind und die Caseine in der Micelle zusammenhalten.
8. Das im Rahmen der Arbeit aufgestellte Micellmodell beruht auf dem Internal Structure
Modell, im speziellen auf dem „dual bonding model“ nach Horne (1998). Es handelt sich um
eine lose Caseinaggregation, in welche Enzyme wie mTG eindringen und intramicellar wir-
ken können. Der Zusammenhalt der Caseine untereinander wird durch hydrophobe Wechsel-
wirkungen und Calciumphosphatbrücken ermöglicht. Durch die Ergebnisse der Arbeit kann
der Aufbau der Caseinmicelle weiter konkretisiert werden. Es wird vermutet, dass β-Casein
hauptsächlich im äußeren Micellbereich lokalisiert ist, während sich die αS-Caseine eher im
Micellinneren befinden. β-Casein ist hierbei in laminaren Schichten angeordnet, wobei die
hydrophilen Köpfe den größtmöglichen Abstand zueinander haben und hydrophobe Wech-
selwirkungen zwischen den hydrophoben Schwänzen ausgebildet werden können. Im Hin-
blick auf die αS-Caseine, welche hier nicht untersucht wurden, kann von Horne (1998) eine
kettenförmige Anordnung, basierend auf den hydrophoben Eigenschaften dieser Caseine,
übernommen werden. Für κ-Casein wird in Anlehnung an alle drei Micellmodelle eine Lage
auf der Micelloberfläche angenommen, bei welcher die sogenannte „hairy layer“ ausgebildet
wird.
9. Ausgehend von dem in der Arbeit aufgestellten Micellmodell kann die quervernetzte Ca-
seinmicelle als „GiOTTO R©-Modell“ dargestellt werden, welches aus einem „festen äußeren
Mantel“ aus quervernetzten β-Caseinen (Isopeptidnetzwerk) und einem „weichen Kern“ aus
nur gering vernetzten αS-Caseinen zusammengesetzt ist.
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